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内 & 简 介 


本 书 是 《生物 化 学 仪器 指南 》 的 第 二 册 。 介 绍 常 用 于 生化 分 析 的 气相 
色谱 仪 . 低 压 液 相 色 谱 仪 . 高 效 液 相 色谱 仪 .氨基 酸 分 析 仪 ,蛋白质 序列 仪 和 
电泳 仪 。 分 别 描述 每 种 仪 避 的 简单 原理 ,结构 .种 类 .订货 须知 .安装 要 求 、 
验收 方法 .附件 配置 以 及 应 用 范围 ,还 附 有 国内 外 部 分 厂商 的 仪器 照片 和 性 
能 介绍 。 可 供 大 专 院 校 有 关 专 业 师 生 .科研 单位 和 器 材 部 门 的 工作 人 员 、 进 
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PhastSystem ™ 4 Pharmacia He # thin Z 4 AE HAAR 
oy AR ARTE ARE BS — 3B BH ll KEK MARR 
fa Nb FEL 0 Bl Ape ZS a] MP AY FOE Hl Je sania EVLA 
( PhastGel TM )， 可 作 快 速 分 析 用 之 等 电 聚焦 ， 常 规 或 十 一 
feats hi 硫酸 钠 (SDS ) 之 梯度 凝 胶 电 泳 用 。 它 能 提供 高 速度 、 

高 分 辨 率 及 高 度 样品 分 离 的 重 覆 性 等 优点 。 此 外 ， 还 有 电子 
令 却 系统 ,内 置 稳 压 之 可 调 高 压 电源 (10-2000 VDC) 及 电 讨 
本 轩 积分 仪 ， 能 提供 稳定 及 有 重 材 性 的 分 离 条 件 。 电 泳 及 re 

品 带 之 染色 可 分 别 同 时 由 电脑 控制 。 


如 有 任何 查询 ， 请 联络 下 列 Pharmacia-LKB 办 事 处 ， 我 们 乐意 为 您 提供 服务 . 


香港 中 国 部 : 北京 代表 处 : 

香港 黄 竹 坑道 39 号 伟 亚 中心 6 FR Ab ak YE HE et 1385 FE 条 EU Kis fe a Dr 

电话 :5-8148421  Hife : 80990 PHLKB HX 瑞典 Pharmacia AB 北京 代表 处 ”电话 :2565603 

电报 :LKBFAREAST 图 文 传真 : 5-8734550 或 2563388 转 1202 或 1204 电 传 211203YSHBJ CN 
电报 kx = - (41 >) es A (te FL . 2565603 
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Pharmacia LKB 


Multiphor II 
多 用 电 冰 系统 


LKB Multiphor II - 2117 电泳 系统 是 A > A PMA PE ak BE ENC FD 
最 成 功 并 用 途 最 广 的 电泳 系统 ， 其 组 合式 的 | ok» SDS Fav» Alo FAV > FAR AA > 22 
没 计 可 为 您 是 估 BE > rm TARA BUR 又 免 疫 、 火 和 前 电 访 、 免 疫 扩 散 、 滴 定 曲线 > 
术 ， 包 括 有 薄 层 分 析 等 电 聚 焦 、 制 备 等 电 聚 ”电泳 转移 等 … 


如 有 任何 查询 ， 请 联络 下 列 Pharmacia-LKB 办 事 处 ， 我 们 乐意 为 您 提供 服务 : 


香港 中 国 部 : 北京 代表 处 ， 
= he 2 北京 海淀 路 138 号 甲 北京 燕山 大 酒店 12.02.1204 遍 
ae BTS DUH 39 号 伟 亚 中心 6 楼 瑞典 Pharmacia AB 北京 代表 处 ”电话 :2565603 
电话 :5-8148421 电 传 : 80990 PHLKB HX 或 2563388 转 1202 或 1204 电 传 211203YSHBJ CN 
电报 :LKBFAREAST. 图 文 传真 : 5- 8734550 电报 挂号 :7415 图 文 传 其 :2565603 
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The Pulsaphor” System 
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Pulsaphor ™ System 解答 了 当今 分 子 
生物 学 家 分 离 大 DNA 分 子 的 困难 ， 因 此 大 
大 加 速 了 基因 定位 和 染色 体 图 谱 的 研究 步 
{Ko > ZH ST A FI BY Bik He a Soy ER Ya FR AK 
( PFGE ) Fil EL (X (oe AY eh FAL ch AD MAB ， 
Pulsaphor ™ System 能 以 高 分 辨 力 替 您 有 


如 有 任何 查询 ， 请 联络 下 列 Pharmacia-LKB 办 事 处 ， 我 们 乐意 


香港 中 国 部 : 


香港 黄 竹 坑道 39 号 伟 晋 中 心 6 楼 
电话 :5-8148421 Hf : 80990 PHLKB HX 
电报 > LKBFAREAST ”图 文 传真 :5- 8734550 


效 地 分 离 大 至 九 百 万 碱 基 对 的 DNA 片段 ; 
它 的 基本 设备 可 用 于 标准 的 黎 水 陈 电 访 ， 
亦 提高 了 细 的 DNA 片段 的 分 辨 为 。 通 过 世 
界 上 许多 实验 室 的 现场 试验 ， 充 分 证 明了 
Pulsaphor™ 的 确 是 分 离 精 良 ， 操 作 方 便 ， 
价格 合理 ， 更 是 未 来 生物 学 的 桥 荣 。 


为 您 提供 服务 ， 


北京 代表 处 : 

北京 海 洗 路 138 号 甲 Te a aR 1H 大 酒店 124 
fig #2 Pharmacia AB ts pr(RZeAb Li -2 
或 2 seh Soni 1202 HB 120 
电报 挂号 :7415 [Al he mere 
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Pharmacia 


Be FE AYA RA 
快速 蛋白 质 液 相 色 谱系 统 


Pharmacia 快速 蛋白 质 液 相 色 谱系 统 
(FPLC® ) 是 专 供用 作 快 速 分 离 蛋 白质 、 多 
肽 、 多 核 蔡 酸 及 其 他 生物 分 子 。 整 个 系统 包括 
LCC-500 或 GP-250 微 处 理 机 控制 仪 ，, 高 度 准 
确 流量 泵 P-500， 以 “MonobeadsIM”、 琼 脂 
糖 及 肝 胶 为 介质 之 各 类 预 填 装 凝 胶 柱 ， 控 制 
fil > BESET. > pH 监测 仪 ， 全 自动 电脑 控 


香港 中 国 部 : 
香港 黄 竹 坑 道 39 号 伟 亚 中心 6 楼 
电话 :5-8148421 电 传 : 80990 PHLKB HX 


电报 :LKBFAREAST 图 文 传真 : 5-8734550 


制 部 分 收集 薄 (FRAC-100 ) 及 记录 仪 等 。 分 离 
技术 包括 凝 胶 过 滤 、 离 子 交 换 色 谱 、 色 谱 聚 焦 
反 相 色谱 、 在 水 作用 及 亲 和 色 谱 等 。 分 eed 
及 梯度 均 由 精密 电脑 控制 ， 整 个 系统 的 生物 可 
容 性 ( Biocompatibil ity ) 均 达 到 分 > 离 及 提纯 
生物 分 子 之 严格 要 求 。 如 有 任何 查询 ， 请 联络 
下 列 Pharmacia-LKB 办 事 处 ， 


北京 代表 处 : 
IC ak ii He BA 138 1 山大 酒店 12021204 pe 
fig HL Pharmacia AB jj 去 代表 处 电话 ;2565603 
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Pharmacia 


BioPilot | 


Pharmacia 之 最 新 生产 规模 层 析 系统 


BioPilot 与 实验 室 规模 之 快速 蛋白 液 相 方法 之 后 后 很 容易 便 放 大 到 生产 规模 或 作 小 量 

谱系 统 (FEPLC ) 沿用 同一 原理 ， 但 把 它 生产 用 于 临床 com 每 一 BioPilot 系统 出 
Be is 倍 之 多 。 适 合 配 用 之 分 离 厂 前 均 经 过 精密 之 装 谋 及 严格 之 功能 测验 ， 
介质 从 10km 的 Monobeads * 90 um 的 Fast 用 户 可 将 诊断 或 治 疗 用 之 制 成 品 在 极 短 时 间 
Flow 凝 胶 。 生物 制品 以 下 PLC 发 展 分 离 ”内 推出 市 场 。 


如 有 任何 查询 ， 请 联络 下 列 Pharmacia-LKB 办事 处 ， 我 们 乐意 为 您 提供 服务 . 


香港 中 国 部 : 北京 代表 处 : 

Ab a Hi iE 1385S HAE ELL 大 酒店 1202.1204 房 
Fe Ste th Aol pe ae LUZ swlizs > 
$e TT Se 39 SF re 6 瑞典 Pharmacia AB 北京 代表 处 ”电话 :2565603 
电话 :5-8148421 Hife : 80990 PHLKB HX 或 2563388 转 1202 或 1204 电 传 211203YSHBJ CN 
电报 s LKBFAREAST 图 Lf 专 真 :5= 8734550 电报 并 号 .7415 图 vats 直 .26565603 


日 立 牌 
© HITACH 


日 立 高 讨 液 相 色谱 法 氨基 酸 (OPA) 分 析 系 统 


L-6200 型 智能 和 
F-1050 型 分 光 荧 光 检测 器 
655A-13 型 反应 泵 
D-2500 型 数据 处 理 装置 


采用 高 灵敏 的 检测 器 和 稳定 性 极 高 
的 采 ,能 对 氨基 酸 进行 高 灵敏 分 析 。 
e 在 荧光 检测 器 上 采用 了 高 散射 、 
高 效率 的 无 象 差 上 四面 衍 射 光 栅 ， 能 
进行 高 灵敏 分 析 。 


日 立 惰性 高 压 液 相 色谱 法 蛋白 分 析 系统 


L-6210 型 智能 惰性 泵 
L-4000 型 紫外 线 检测 器 
D-2500 型 数据 处 理 装 置 

生物 惰性 流 路 系统 能 把 试 样 的 活性 
KAM BRIAR E . 

CARN ME RAKE ML 
FFE hl BA LY AS 

© 采用 玻璃 柱 ， 可 构成 完全 的 惰性 


日 立 分 析 仪 器 总 代理 : 日 制 产 业 株式 会 社 


e: on se Hs sO 3 
th it. JE RCIRMEAI 4 1405 4 5 代理 行 : 和 光 交 易 株式 会 社 


eae ; ia: 北京 ”国际 大 厦 12 楼 2 号 上 海 ”联谊 大 厦 1402 号 
(= = 1 = Cdk we 5 4 = 了 
5 大 连 “大连 饭 店 206 号 广州 ”东方 宾馆 2319 号 
i 香港 ”华润 大 厦 4309 号 天 津 ” 利 顺德 大 饭店 办 公 楼 20 号 
101-4340 ON0(0d y bes AV ri Jy Ze FZ 
— ones 100004 青岛 ， 汇 泉 王朝 大 酒店 400 号 
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日 立 ie 
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日 立 离子 色谱 系统 


Toe L-60008! R 
ue L-3720 8 SEK mse 


D-2500 型 数据 处 理 装 置 
655A-5< 型 柱 恒 温 箱 


7 工作 效率 高 且 便 于 使 用 的 离子 色谱 系统 
二 é o 因为 采用 着 单 柱 法 ， 所 以 能 与 一 般 的 
Rt ap] 高 压 液 相 色谱 仪 同样 使 用 。 


nn o 内 装 有 自动 调 零 功能 。 


日 立 高 压 液 相 色谱 法 流动 注射 分 析 系 统 


K- 16008! 167 ff 79 

L-6 2008! #9 aE 
L-4200 型 紫外 可 见 检测 器 
L-60 10 BHR 
D-2<500 型 数据 处 理 装 置 


o 分 析 软 件 丰富 

© 不 经 浓缩 就 能 进行 ppb 水 平 的 分 析 
o 可 将 手工 分 析 自 动 化 

9 分 析 的 重复 性 高 


日 立 分析 仪 器 总 代理 : 日 制 产业 株式 会 社 


代理 行 ， 和 光 交 易 株式 会 社 
地 址 : 北京 发 展 大 厦 14 层 1405 号 房 


Ns 北京 ”国际 大 厦 12 楼 2 号 上 海 ” 联谊 大 厦 1402 号 

(北京 市 朝阳 区 东 三 环北 路 5 号) Ki= AK E2068 广州 ”东方 宾馆 2319 号 
电话 ”501-4341 501-4348 香港 ”华润 大 厦 4309 号 天 津 ” 利 顺德 大 饭店 办 公 楼 20 号 
传真 ”501-4340 邮政 编码 100004 


青岛 ” 汇 泉 王朝 大 酒店 400 号 


日 立 牌 
© HITACHI 


日 立 高 讨 液 相 色 谱 法 分 取 三 维 色 谱系 统 


D 一 6000 型 三维 色谱 系统 

L—62508! 8 ge! RR 

L 一 3000 型 多 功能 测 光 检测 器 

L—6050#8! 4+ RR 

“4 。 具 有 最 适 于 在 实验 室 使 用 的 梯度 流量 范 

] (3—30ml/min) 

。 与 D 一 6000 型 三 维 色 谱 仪 系统 配套 就 
能 很 容易 地 进行 分 取 成 分 的 光谱 之 比较 。 


日 立 D-2500 型 数据 处 理 装 


。 具 有 高 度 的 数据 处 理 功 能 ， 采 用 着 基线 
手动 补偿 、 重 到 记 入 方式 。 

。 采 用 着 最 多 8 个 检测 点 的 检测 线 ， 并 将 
其 图 形 化 。 

。 通过 双方 向 通信 使 系统 进一步 充实 。 


日 立 G-3000 型 毛细 管 气相 色谱 仪 


。 采用 与 40 字 双 行 的 液晶 显示 画面 对 话 的 
形式 ， 易 于 输入 分 析 条 件 。 

。 使 用 宽敞 的 恒温 箱 ， 便 于 安装 大 口径 柱 . 

“ 减少 须 用 的 零件 数量 、 能 耐 苛刻 条 件 下 的 
试验 ， 并 采用 防止 柱 恒温 箱 温度 急剧 变化 

2 的 三 重 防止 机 构 ， 提 高 了 可 靠 性 。 


日 立 分 析 仪 器 总 代理 : 日 制 产业 株式 会 社 
地 址 : 北京 发 展 大厦 14 层 1405 号 房 
(北京 市 朝阳 区 东 三 环北 路 5 号 ) 
电话 ”501-4341 501-4348 
传真 ”501-4340 邮政 编码 ”100004 


代理 行 : 和 光 交 易 株 式 会 社 

北京 ”国际 大 厦 12 楼 2 号 上 海 ” 联谊 大 厦 1402 号 

大 连 大连 饭店 206 号 广州 “东方 宾馆 2319 号 

香港 ”华润 大 厦 4309 号 天 津 ” 利 顺 德 大 饭店 办 公 楼 20 号 
青岛 ” 汇 泉 王朝 大 酒店 400 号 
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PU4400 #18 & is 
PU4400 ve #1 A A 1H Ba Re i 
=. fl & fe fit > Aaa » 


Hel Fe EEE BE : 


| 


种 类 A 


Bo wRRES 
(arama 
eg 
已 在 PU4400 中 予以 最 
BL ARQAESRES AH 
Ba WS Fe ES HE AE th 


管 柱 的 操作 


定 即 可 办 到 « 
如 此 。 


We AA EH 
A fet BW / RT RE 
ae: RENE 50 
Al ds EE FH ae 
AREMEE wis 


adele 
béq 


PU4400 X 4 & BE be 


易 明正 和 使 用 的 


Bs 7h 

JE RI AS EPP > OF ie as AD fe HB Be fe A SH 
METH AKR> eee 
理想 的 伐 右 ， 能 作 各 种 类 型 的 分 析 ， 
以 日 常 工 作 到 科学 研究 ， 样 样 蔡 可 
扩大 PU4400 的 座 用 或 插入 和 新 的 毛 竺 管 


都 相当 简单 ， 只 要 配 人 入 附 加 四 注 射 划 
和 检测 粥 通关 便 可 MR adele 
ay iH ° pe Re Hy BR th ie eae 
如 自动 注射 和 数据 上 ， 以 及 增加 各 


种 分 析 附 件 
PU4400 85 +t BE & TE o fal ie FE as EL) 
MRACAR AM BE > th HE te A i a 
AY YE RE ° jes BE BE PR fe Be BD oe 1K PRE 
All fo #2 HE BE 


飞利浦 


自动 注射 

利用 自动 化 注射 能 锡 降 低 分 析 成 本 和 
ft 7} it a A 量 

jo HERES TL HOMES AG LAR RK 
&A ER PATE 2 ， 立刻 二 
入 下 一 个 就 样 。 过 样 ， 晚 上 也 能 工 
(e+ LSI 

注射 的 频率 大 於 人 员 所 篇 ， 二 是 因 篇 
每 次 注射 的 时 间 都 是 精确 固定 的 ， 写 
和 起 码 好 五 信 

Br a A Fl iE EB AH a A A HE 
动 化 注射 ， TERREae thas 
44 BK eb fp 


PU4810 和 PU4811 #8 4) 25 
ow 2 i i > A 


EBS MALE Rae - 
PU4811 & & a * ER Eo 
PU4810 s& 8] LL Ad ti BASIC ， 供 用 户 
ik fe Fe 


HG fH ite HE CE GE SEM SO Om BE 
` 外 部 事 件 控制 单 无 和 RS232(L 


i Ae ATL 


PHILIPS 


PUL00 MAHA RH EER 


RAGE EH is DK im CS aR 
Hash Re Cee em ax 
的 ， 包 括 等 省 度 式 、 梯 度 式 和 发 展 所 
需 的 各 种 方法 。 而 且 探 用 了 最 新 的 液 
HH GB ath Hie OT; 微 孔 技术 和 快速 技术 。 
同时 ， 改 进 了 传统 的 液 相 色谱 性 能 。 
微 孔 技术 沽 少 了 溶液 的 用 量 和 改善 了 
BRE RRKHGE SASH 
验 室 的 分 析 时 间 。 


技术 

液 相 色谱 是 与 气相 色谱 相似 的 分 内 技 
术 ， 差 别 在 於 用 液体 溢 剂 洗 胸 走样 。 
AMEAADARAK: SRE RH 
和 梯度 洗 腕 色谱 。 前 者 用 固定 成 份 的 
BaD RAR AA : 后 者 把 十 种 或 
多 种 溶剂 按 牧 性 或 指数 性 梯度 混合 起 
来 ， 以便 分 风 更 复杂 的 混合 物 。 


应 用 

对 各 种 基质 起 样 的 成 份 进行 定量 和 定 
性 分 析 ， 分 析 露 敏 度 达 到 ppb。 运 是 
一 逢 很 有 价值 的 分 析 技术 ， 可 巍 用 在 
ae FM. Rm KH KG 
Yp Fl BE Tf ABD 7 TT ° 


PU4100M At 

PU4100M 是 专门 需 现 代 实 验 室 而 设计 
的 ， 它 是 理想 的 液 相 色 玉 能， 妍 精 
美 ， 重 现任 也 好 。 谱 系统 探 用 了 最 新 
的 微 孔 技术 和 快速 液 相 色 蔽 技术 ， 而 
A Ce Sma EAE © 


8 24 

D a) 5285 Sie ER aE SE i fh 
RSH o 

PRD Macat EN EH DER 
# i’) > LAME fe be OF 5 ae te BE oo BI 
FAMILAR RAH EA 
tt f& © 
PRAM RAK SRT eR 
BB fee Hl BE UK Fe RT (Bo 
PiEHAR GARAERNER 
fe RAED 10 w ml 到 每 分 
5.0ml 。 
PEHRHEAM A> RHE 
At > BEE 0.2 wml 到 2ml © 
PERM NMRA KBB o KK 
GR RARE NS BAS o 
PHP BRHHHKEB BMILD 
HM RMR RRR HER 
fE IE EE 

PHARMA OKAEKS BH 
RHtMER LY MARA See 
性 。 
PERTRENFHAH HRRA 
每 天 雹 能 提供 高 度 可靠 的 分 析 和 结果 


飞利浦 


功能 无 双 的 PU6003 二 极 管 阵列 式 系 
PU6003 二 标 管 阵列 系统 是 条 式 解 题 工 
有 具 ， 盛 其 通用 於 科学 研究 、 开 发 研究 
和 方法 研究 实验 军 。 

它 能 违 接 高 性 能 的 PU4021 多 道 检测 
at? be Pte HE a A RTE hl > BH 
型 PU4120 = fh & (7 tee Bl SE 
用 。 

PU6003 系统 探 用 Chromascan II 软 
件 。 运 是 一 种 非常 有 效 的 软件 包 ， 它 
能 标明 杂 宣 、 移 别 未 知 成 份 、 甚 至 篇 
i BF [el ae Bi © 

设 软 件 可 在 IBM 环境 中 操作 ， 而 且 在 
SEBRBORE PET ULRASZ 
ie $x Fi) — Fi] a PTE 

Bi SM le RARE EE 
HEAR GA AMEN A 
液 相 色谱 法 的 可 靠 程度 。 

一 整套 数据 处 理 规则 使 查 明 那 怕 是 最 
困 闪 的 问题 也 成 坊 可 能 。 

仅 管 数据 将 繁 ， 用 户 始 猴 是 通过 存 
fa BHM mR AAA. HEM 
TEA Ce Rie o RAR 
Hs eee ee OHA BB Rt 
jie Fis] 2 

aA A Al DHSS aH 
RERBOKBEAKAB DH © 

在 PU6003 中 ， 二 极 管 障 列 数据 收集 和 
显示 和 与 强 有 力 的 综合 性 软件 包 合 坊 一 
体 ， 般 解决 定量 分 析 的 问题 提供 了 力 
便 。 说 系统 还 能 通过 加 进 PU6030 数据 
收集 装置 而 使 功能 得 以 延伸 ， 收 集 和 
整理 从 任何 色 蔽 能 上 得 到 的 资料 。 
可 见 ， 过 是 目前 最 好 的 数据 处 理 系 


Rh? TERME > RIL Re 
室 的 需要 。 
ise Ba fF 


AR Fl 89 RH a EH FH A FP 
Det AE fe Se Ba: 

DP PU4025 ay RK eB BG 
KIBKE BIH 。 

> PU4022 电化 学 检测 器 ， 能 分 析 复 杂 
At (MAR PHT) 中 的 痕 量 成 
> SAE MRR o 

> PU4026 折射 率 检 测 器 ， 过 是 新 型 多 
用 途 梭 测 装 置 ， 高 度 稳 定 且 非常 需 
AY : 

et eHteat FAABoR 
be my Lae iB ie aK ke Gy > FBR RISE 
HOR Me BR GH 
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器 的 性 能 最 佳 。 


优点 

PEFAAEASLERE: CHF 
ope 1 TK a FR Be BE BBD TE Al cH Al 
ae AN) se Be K © 

j 单 命 性 的 斯 托 克 建 光 学 系统 带 来 名 
光束 的 优越 性 ， 但 不 损失 讯 品 比 。 
PRIRKKHATAEHEEK 栅 
(FER Gin) ， 狂 和 区 是 专利 设计 « 
PROERRHS RBA Ko KE 
3 A (oh AY ie BR RE HD) o ABR PPS A 
F\HDREAMMABE SIE BIA 
Mm map RE BILE (标准 
fF ) ° 
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PAR KGH ORE (ERR) > Fil 
AB RRR AMILK > Am o 
Pe—-TR: AMReBA RKO 
Pde at BR STRESS FH 
自己 的 用 作 进 一 步 数据 处 理 的 或 其 它 
任务 的 程序 。 规 活 的 外 部 计算 机 接口 
8 x) © PK RS232C 和 多 功能 打印 机 而 
ay HH al oe ° 

PACED SCRKET ARE fA 
整套 就 样 型 备 装置 和 显示 单元 ， 以 及 
有 关 控 制 装 置 的 基本 元 件 ， 包 括 乔 特 
Het ADRS © 

PESTS RANBAKAMAR 
(RARE HO BRA AHO MBE 
制 的 ) oy FE BD HR EK UR HE ERK te 
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PU9200/PU9400 的 附件 
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y 的 次 化 过 程 能 利 地 进行 
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Tt FB im Ee BA HEE RGR E+ HE 
Pe ge P) BE fen 89 OM AAG Eo HB HE AY BR HE 
状 光学 辐射 转换 系统 提供 无 干 摄 的 测 
@ A188 7 th i 


Mm REAR PU9380 BF AMRRB A 
fe cE St i FE a] HE 200 Co we BAIA 
eres 和 使 用 有 机 溶剂 。 
由 从 拧 用 高 效 的 内 邵 准 却 系统 ， 使 到 
im RRA EMM AR REC EG 
却 下 来 


PU9380 煽 自动 取样 器 

AEREEART RAHA 

jh SM AE A eh 

化 的 关键 。FU9380 7 BB 7 Fa Ti 

MAcRHS RHR RE o 

BOLE IRD Re sates 
' 关 傈 到 测量 的 准 度 和 精度 ， 而 

时 和 二 机 人 和 的 其 作 本 

URE 

下 列 各 项 知人 台 起 来 就 能 使 分 析 更 加 完 

按照 固定 体积 或 任 章 体 积 型 人 备 标 
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PRB ah fi 

PRRMARED A 

Dat 89 fi aa 

DE ae Hy RA 


PeeHeE (ER. 
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和 2S th > (E(B BS 使 


用 清洗 技 机 ee ene 
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PU8700 A A FT 6 D5 1 E at 
PU8700 系列 紫外 /可 昂 光 分 光 光 度 
= 


PU8700 AW EAH > PR > BHtEREM 
BER BM / Rha ie DC 
度 计 。 其 特点 是 速度 快 ， 操 作 容 易 
通过 一 台 可 目 由 放置 的 和 有 具有 高 分 辩 
率 彩 色 或 单 色 税 频 显示 装置 VDU 即 
可 看 到 全 部 俯 颖 控制 功能 和 分 析 数 
据 。 在 同类 人 黎 器 中 首次 拧 用 了 一 种 思 
标 器 驱动 的 用 户 接口 以 接受 下 列 程 
Fi Bee’ RRB. eh. F 
A > ith Al Be & 

RABE LEER BAKER RE 
择 参 数 。 全 部 人 机 对 话 可 得 到 下 述 者 
助 SHAPER’ BREE 
和 扩展 的 目 动 化 帮助 讯号 。 

依靠 十 个 微 处 理 机 ， 利 用 分 类 不 理 概 
念 使 PU8700 系列 的 电子 单元 和 光学 系 
和 统 实现 控制 和 最 佳 化 。 

以 68000 坊 基 矶 的 实时 多 功能 操作 系 
统 协 调用 户 接口 、 图 象 和 认 用 程序 ， 
而 较 低 级 的 光学 和 机 械 操 作 则 使 用 
Z80 系统 。 


+ @ tt S 448K ROM 和 124K 
RAM ° ij Bs + MN eX RAMEE 
(4 oe A Te KE A a el A BB 
PU8700 系列 不 仅 提 供 高 性 能 的 软件 和 
fF RAR(E MAAK EER HY 
Byte aE o FA RGR A 9 tt SA 
DESIR HREM BRE AD 
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高 效率 的 R446 3c Be fe 8 EB AD 
mE fm ECRRKE GHEE 
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高 稳定 性 和 低 成 本 。 


> 5 if 190m » i 5 
率 ; a FEB EU ， 30 #3 tH a sé 

的 党 位 

D at fy AAR IS AR UE OSE AR UE 
ERA c HMA KR mR Hp 
的 单位 和 分 析 限 由 用 户 自 定 。 

时 基 或 酶 分 析 用 的 牵 软 件 把 数据 和 
过 程 曲 绿 显 示 在 屏幕 上 。 

全 部 放 用 软件 均 探 用 实时 和 和 后 行 数 
据 操 作 方 式 ， 其 中 包括 跟踪 、 平 滑 处 
Bo. SMEG UR. RARE. B 
Me Mat Ho 

D FA mY bis ik we By eS HT El Be ee BB 
RRNA TAARM BAR MKC 
BF aah BY alt FPA FA Gt 

D 数据库 利用 电池 供电 的 RAM 存储 
数据 、 方 法 和 校正 曲线 。QWERTY 
能 命名 库 中 的 内 容 ， 给 出 武 样 的 标记 
no? Hit OMCs BRS Ea 
fe be Fe © 

PAM MBAR BRAS Aiki R » 
AY Fe Hic HE Ae Fe A HR AB 9 HH th Bk 
形 地 ， 也 能 装 固体 走样 


有 包括 多 波 
k. Shh rh. itp anSeneg 
Beate 

YK > PU8700 系列 对 每 个 实 唉 室 都 是 
(eR BAY 


PHILIPS 


| Ca 


PUg800 (8 FH EB AT SLE 


PU9800 {% Fl) 3 S48 41S BE 
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ee een 
B38 Fl SE oe EF > (BF a ist 
tat RARER o RE 
am’ Vea tacit oh: CHE 
7H 5 RR Sh Ht a 0 Th OF fe RIL 
到 改善 。 

对 有 多 种 座 用 的 实验 室 而 言 ，PU9800 
系列 的 确 是 十 分 理想 的 。 

EAGLE ( Easy #4 © fil Global #& 48 
日 ) KAAS AR MAES 
BY FA OR ait i fe fa EB © Easy 插口 通 
过 程序 单 来 提供 ， 而 Global #46 A Al 
Fein fT PRE BIE © 


HF i FB A BRD a] 
香港 坚 尼 地 道 17 号 

台 和 中 心 26 — 298 
电话 ; 8215888 

志 传 : 43752 PHILH HX 
lal “(RIBS 8655408 

® # : PHILHONG 


aa Be it 


优点 

可 靠 的 和 高 性 能 的 反射 侍 运 动 提供 
SER H BR May » 

> IBM AT # % S038 vd AEB fy % f6 S 
门 软件 包 。 

PEAGLE RAHRES BH ML a 
GADMRURETRREREAS 
#} 

Pama me Aa ( RARE ) 能 检 
索 库 存 资料 。 

Pe PEC aa (RR ) 能 把 结 
BRR A BiB aK EFT FT Be EB Ho 
PHREFASHM OMAK Bis 
示 和 单 键 功 能 。 

姑 能 产生 征 外 明 微 独 用 的 外 部 光束 ， 
以 处 理 微 小 试 样 。 
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中 国 北京 建国 门 外 大 街 22 号 
赛 特 大 厦 228 

电话 : 5128883 

电 传 ;: 22850 PHILI CN 

fal 0 (8 IB: 5127351 


电报 : PHILICHIN 


Spectra-Tech iI J} F (Hl 4 fel $2 


Ft BB a is 

ITE RZ Be AH HK fi SE BEE A FE 
RRL OC att 7 Ot A 9 Bf Ro 
All Fase 68 A i PRE Bae i PWG 
Fl 3 PT aA FA IE ME GC > WGA HA’) 
CFL LA HE Ip PT BA oo ABEL Rh 
HISAR? MAAK RKHKE 
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CA MCT ( $a 65 ta KH ) 检测 
ae ° fx on 2S (ERC Re PE EA ER a OT 
之 用 。 


中 国 上 海 市 延安 东 路 100 号 
int a A/G 17 楼 1701 至 
电话 ， 3264140-2 

电 传 : 33427 PHSHA CN 
(al 2C (HIB: 3202160 
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GILSON 


RAR TAD HH 
多 功能 系统 QIAPD 
集 五 种 用 途 于 一 身 的 吉尔 森 多 功能 系统 (GIAPD), 配 有 最 新 714 软件 。 


除 进 行 各 种 高 效 液 相 色谱 分 析 外 , 还 可 在 实验 室 条 件 下 制备 克 级 以 上 
纯化 合 物 或 标 样 ， 一 机 多 用 。 全 自动 化 控制 ， 灵 敏 、 可 靠 。 


© 305 fy RPE FE RR FR OY EMR, HELE 
WEE] A tot st oy TRE HER. IER 
力 脉动 。 Ae a VE A FE OR A PERE RE 
Th HE - 

"116 程序 控制 紫外 检测 器 。 操 作 模 
式 有 单 波长 、 双 波长 、 扫 描 、 自 诊 
可 纺 程 序 检测 

"203 似 分 收集 器 。 十 种 收集 模式 ,十 
个 程控 时 间 窗 .120 个 收集 馏分 

“714 系 统 控制 软件 。 即 时 屏幕 显示 ， 
色 谐 图 局 部 放大 及 再 分 析 。 四 元 樟 
度 控制 。 四 组 检测 伟 号 同时 积分 处 
理 。 色谱 分 析 报 告 自 动 存储 。 鼠 控 

fir te VE 


Dt 


1878 fil5) ARR 
lA 


梯度 洗 脱 分 析 系统 
GAD 


但 痊 剂 制 苗 系统 
IP 


梯度 洗 脱 制备 系统 
GP 


1878 7) 8 oh tll BALE 
IPP 


尔 条 公司 中 国 及 港澳 总 代理 : 华 运 有 限 公 司 


地 址 : 香港 上 环 永乐 街 172 一 176 号 永富 商业 大 厦 三 楼 


电话 : 5430760 


电 传 ， 61213 WOWAY HX 


fe FL. (852) 5414330 


GILSON 
eh 集 功 能 
吉尔 条 自动 样品 处 理 装 置 


如 果 您 正 繁忙 地 进行 样品 预 处 理 ， 或 者 正 为 分 析 结 果 重 现 性 
差 和 回收 率 低 而 束手无策 ， 那 么 现在 可 以 松 一 口气 了 。……: 


ASPEC Baint#== BUM 


ASEFEC 是 一 套 在 DEC 柱 上 进行 液 固 
共 取 的 全 自动 装置 ,用 于 液 相 色 谱 、 
气相 色谱 、 光 谱 、 放 免 测 定 等 样品 的 
净化 和 富 集 

© 一 次 处 理 108 个 样品 , 重 现 性 佳 ， 回 
收 率 达 98 % 

© 各 种 标准 DEC 柱 通用 ， 有 二 十 余 
种 国定 相 

@ 程序 控制 柱 老化 、 加 样 、 清 洗 、 洗 
脱 等 步 又 ， 二 十 四 小 时 连续 工作 

e 净化 了 的 样品 自动 注入 HPLC 仪 联 


. 机 分 析 
eee ee eR @ 可 编程 序 对 样品 稀释 、 分 样 、 混 合 、 
ASTED 了 巧妙 结合 了 渗析 净化 FER PRI. SIR EEE 


和 柱 富 集 两 种 功能 ， 从 复杂 样 
品 中 分 离 出 低 分 子 待 测 物 ， 应 
用 于 各 种 生物 样品 的 预 处 理 . 
e@ 一 次 处 理 64 个 样品 
el1l5kD 渗析 膜 有 效 除去 大 分 
子 及 固体 人 杂质 
©BMRMATECKH BEAD 
YEAHPLC {RAL 4} HT 
@ 工 作 完毕 自动 清洗 渗析 池 及 
工 EC 柱 ， 可 连续 使 用 1000 次 
LE. 
© A F577 Hr BIER Ry NY Eh. 
SOE Fr A EB 


ee ede: 华 运 有 限 公 司 
地 址 : 否 港 上 环 永乐 街 172 一 17 6 号 - 永富 商业 大 厦 = 楼 
电话 : 5430760 Pe : 61213 WOWAY HX 传真; (852) 5414330 
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Bi 1982 年 4 生物 化 学 实验 技术 》 丛 书 问 世 以 来 , 深 受 同行 的 欢迎 。 但 是 这 套 丛 书 在 描 
述 各 种 生化 实验 技术 时 ,由 于 篇 幅 所 限 , 对 通常 使 用 的 各 类 仪器 只 作 粗 浅 的 介绍 。 为 了 弥 
补 这 方面 的 不 足 , 使 生化 工作 者 在 从 事实 验 研 究 时 , 更 好 地 了 解 和 操作 这 些 仪 器 , 我 们 决 
定 试 编 这 套 《 生 物化 学 仪器 指南 》 书 ,作为 前 套 丛 书 的 姊妹 篇 。 

近代 生物 学 的 长 足 进 步 , 主 要 是 与 测度 和 观察 以 及 制备 技术 的 进步 平行 发 展 着 的 。 而 
这 一 方面 的 进步 又 是 和 仪器 与 仪器 的 构筑 〈instrument and instrumentation) 分 不 开 的 。 人 
们 常常 说 科学 已 进入 生物 学 的 世纪 , 这 正 是 由 于 上 述 两 种 进步 促成 的 。 在 生物 学 发 展 过 
程 中 进步 表现 在 两 个 方面 : 即 一 些 新 概念 的 提出 ,及 一 些 存在 的 观念 在 实验 上 的 体现 。 只 
要 想 一 想 50 至 60 年 代 里 Watson 和 Crick 的 关于 核酸 分 子 的 双 螺 旋 模 型 的 提出 及 DNA 
分 子 的 半 保 留 复制 方式 的 证 明和 X 射线 衍射 及 超 离 心 实验 技术 的 关系 就 可 以 明白 技术 的 
进步 是 怎样 地 推动 了 本 世纪 下 半 叶 的 生物 学 的 进步 。 

我 国 目前 在 实验 室 工 作 中 困难 很 大 的 一 部 分 来 自生 物 学 工作 者 常常 不 熟悉 仪器 ， 而 
许多 技术 工作 者 又 常常 不 了 解 生 物 学 工作 者 的 思路 。 其 结果 是 常常 产生 一 些 方法 学 的 错 
误 与 解释 上 的 论 雇 ， 甚 至 在 实验 技术 上 无 从 着 手 。 解 决 这 种 困难 的 办 法 一 方面 应 该 是 加 
强 不 同 训 练 背 景 之 间 的 人 员 合作 ， 另 一 方面 则 应 使 两 种 工作 人 员 在 知识 上 及 训练 上 做 一 
定 程度 的 相互 渗透 。 活 透 可 以 保证 两 种 工作 人 员 产 生 共 同 语言 以 进行 概念 及 实验 上 的 交 
换 。 我 们 的 这 套 书 正 是 朝 着 这 一 方向 努力 ,希望 它 既 有 益 于 “纯粹 的 ?生物 学 工作 者 ,也 有 
助 于 “纯粹 的 ”技术 工作 者 。 

近来 ,我国 大 量 进口 与 引进 了 国外 的 先进 实验 仪器 以 作为 实验 中 的 工作 手段 。 但 是 
只 要 到 一 些 科 研 与 教学 单位 去 看 一 下 ， 便 知道 这 些 仪器 的 使 用 常常 远 非 是 合理 的 ， 有 的 
“大 才 小 用 " ,有 的 搁置 不 用 ,有 的 则 物 非 其 用 ,其 结果 是 外 汇 已 经 用 了 ,实验 室 空 间 也 占 满 
了 ，, 但 未 能 明显 地 推动 研究 工作 。 

仪器 随 着 其 自动 化 程度 ,精度 以 及 用 途 的 多 样 性 ,其 价格 差别 也 很 大 。 对 于 一 个 购置 
仪器 的 人 来 说 ,首先 要 明白 自 己 需要 什么 ,能 付 的 预算 款 有 多 少 。 对 于 仪器 说 来 绝 非 按钮 
愈 多 愈 好 ， 它 和 使 用 者 的 目的 是 互 为 表 里 的 。 仪 器 的 最 佳 选择 应 该 是 对 研究 工作 者 的 工 
作 完 成 有 所 神 益 。 

这 套 书 介绍 了 仪器 的 原理 、 使 用 及 其 应 用 范围 。 在 我 们 的 书 中 登 了 一 些 厂家 产品 介 
绍 , 主 要 是 作为 例证 式 的 介绍 ,当然 它们 不 一 定 是 唯一 的 选择 。 在 仪器 的 选择 中 技术 以 外 
的 因素 ,例如 价格 、 伺 服 的 简便 性 .实验 人 员 使 用 仪器 的 频 度 也 常常 是 选 型 所 必 不 可 少 的 
考虑 因素 。 

这 套 书 定名 为 《生物 化 学 仪器 指南 》, 但 考虑 其 内 涵 则 并 不 局 限于 生化 仪器 ,或 者 说 它 
涉及 的 是 在 近代 生物 学 中 与 生化 方法 一 同 使 用 着 的 仪器 。 全 书 分 四 册 ， 依 仪器 使 用 者 的 
RE (popularity), 而 定 其 先后 次 序 予 以 介绍 。 读 者 可 以 由 本 书目 录 中 看 到 被 介绍 的 仪器 
中 有 的 在 发 展 阶段 上 已 较 成 熟 ， 但 有 的 尚 在 其 褪 补 阶 段 。 总 的 说 来 ， 成 熟 的 仪器 易于 使 
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用 ,但 难于 得 到 新 颖 的 结果 ;研制 中 的 仪器 使 用 者 的 技巧 要 高 ,投资 风险 要 大 ,但 开拓 的 可 
能 也 大 些 , 这 一 些 细心 的 读者 当 能 心领神会 。 

这 套 书 初步 分 为 《光谱 仪器 》,《 色 谱 仪器 》,《 波 谱 仪器 、 离 心机 、X 射线 衍射 仪 等 》 及 
《显微镜 、 电 子 显 微 镜 及 其 附属 设备 》 四 册 ， 它 既 可 以 分 册 使 用 ,又 互相 配合 ,成 为 一 个 有 杭 
整体 。 近 代 的 信息 爆炸 (intormation exp osion) 造成 出 版 泛滥 ,有 的 书卷 忌 浩 繁 , 不 胜 阅 
读 之 苦 。 我 们 的 书 以 图 释文 ,以 电报 式 的 语句 , 言 简 意 凡 地 说 明 问 题 。 我 们 力求 使 读者 获 
得 有 用 信息 的 同时 能 在 金钱 、 时 间 及 判断 的 花费 上 付出 最 低 值 。 我 们 希望 这 些 目的 能 够 
达到 ,并 欢迎 广大 读者 指正 。 
a 


Tilt 
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继 第 一 册 光 谱 仪器 之 后 ,本 分 册 主要 介绍 色谱 仪器 。 作 为 一 种 制备 和 定性 ,定量 分 析 
的 有 效 工 具 一 一 色谱 仪器 已 被 广泛 应 用 在 各 个 领域 中 。 它 主要 是 利用 生物 大 分 子 本 身 的 
带电 性 质 、 分 子 大 小 等 特性 在 充满 分 离 介质 的 层 析 柱 中 或 凝 胶 介质 中 进行 分 离 , 从 而 达 


到 制备 或 分 析 的 目的 。 层 析 方 面 的 仪器 有 制备 用 的 层 析 仪 以 及 主要 用 于 分 析 的 高 效 液 相 


色谱 仪 和 气相 色谱 仪 , 还 有 氨基 酸 分 析 仪 及 序列 仪 。 电泳 方面 的 仪器 有 用 于 蛋白 质 和 核 
酸 分 析 的 各 种 水 平和 垂直 电泳 仪 。 本 分 册 对 这 些 色谱 仪器 的 简单 原理 、 仪 器 结构 、 种 类 、 
安装 要 求 ,性 能 检查 、 附 件 及 简单 的 应 用 作 一 概略 介绍 ， 并 附录 一 些 仪器 的 性 能 。 和 希望 既 
能 从 中 找到 你 需 用 的 仪器 MBAR INC, 从 而 保证 实验 的 需要 。 如 果 我 们 作者 有 限 
的 知识 和 经 验 能 为 读者 提供 有 价值 的 信息 ,这 就 是 我 们 的 心愿 。 
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气相 色谱 法 是 色谱 法 的 一 种 。 它 是 以 气体 ( 氮 、 氨 或 氮 ) 作 为 流动 相 , 以 固体 ( 气 - 固 色 
谱 ) 或 液体 ( 气 - 液 色谱 )? 作 固定 相 , 对 混合 物 进行 分 离 的 ,并 在 分 离 的 基础 上 对 物质 进行 定 
性 定量 分 析 。 气 - 固 色谱 常用 活性 炭 、 硅 胶 和 分 子 筛 作 固定 相 。 它 是 按 吸附 色谱 原理 进 
行 工 作 的 。 它 主要 被 用 来 分 析 永 久 性 气体 及 低 分 子 量 烃 类 。 由 于 它 在 生物 学 方面 应 用 不 
多 ， 这 里 不 加 详 述 。 气 - 液 色 谱 是 按 分 配色 谱 原理 工作 的 。 自从 James 与 Martin 1952 年 
发 明 这 种 方法 以 来 , 它 已 被 不 断 地 加 以 完善 。 由 于 它 的 高 效 分 离 能 力 (例如 毛细 管 色 谱 柱 
可 分 离 出 一 百 多 个 组 分 ) 高 选择 性 〈 可 分 离 性 质 极 近似 的 物质 如 顺 ` 反 异 构 体 ,旋光 异 构 
体 等 )\ 高 灵 人 敏 度 ( 某 些 检测 器 可 分 析 107" 克 物 质 ) 及 快速 分 析 ( 一 般 只 需 数 分 或 几 十 分 钟 
RA), 至 今 已 在 许多 生产 、 研 究 部 门 得 到 了 广泛 的 应 用 。 在 生物 学 上 它 可 以 分 析 生 物体 
内 许多 重要 物质 如 ;了 酯 类 \、 糖 类 \ 氨 基 酸 、 固 醇 类 、 维 生 素 等 。 在 研究 药物 、 毒 物 对 生物 体 
作用 方面 , 它 也 是 一 种 重要 方法 。 近 年 来 屁 虫 激素 .昆虫 信息 素 等 生理 活性 物质 研究 得 以 
飞速 发 展 , 气 相 色谱 法 起 了 关键 的 作用 。 

气相 色谱 法 中 使 用 的 仪器 叫 气相 色谱 仪 。 美国 于 1955 年 、 日 本 于 1957 年 已 开始 出 
售 气相 色谱 仪 。 随 着 色谱 柱 和 检测 器 的 发 展 ,70 年 代 这 种 仪器 已 发 展 到 成 熟 阶 段 。70 年 
伐 之 后 主要 是 引入 许多 先进 的 电子 元 件 , 仪器 自动 化 程度 大 为 提高 。 气相 色谱 仪 的 发 展 
又 大 大 地 扩充 了 它 的 应 用 范围 。 因 此 它 被 丈 之 为 20 世纪 分 析 化 学 上 一 次 最 大 的 革命 。 

气相 色谱 仪 不 能 直接 分 析 在 它 的 柱 温 范 围 内 不 能 挥发 的 物质 。 此 时 往往 需 将 它们 转 
化 成 相应 的 衔 生物， 或 是 将 大 分 子 裂解 为 小 分 子 方 可 分 析 。 当然 许多 挥发 度 很 低 的 物质 
也 可 用 液 相 色谱 分 析 。 


二 、 气 相 色 谱 仪 


图 1-1 是 气相 色谱 仪 流程 示意 图 。 载 气 由 钢瓶 流出 ， 经 减 压 阀 减 压 , 净化 器 净化 ,又 
经 仪器 中 稳 压 阀 、 稳 流 阀 之 后 进入 气 化 室 。 用 微量 注射 器 注入 的 样品 汽化 后 , 即 被 载 气 带 
入 色谱 柱 。 样 品 在 柱 中 分 离 后 , 按时 间 先 后 流入 检测 器 。 检测 器 能 将 流入 的 物质 按 其 合 
量 转 为 相应 的 电信 号 。 电 信号 由 放大 器 放大 后 输入 记录 仪 , 绘 出 一 张 色 谱 图 。 

气相 色谱 仪 主要 部 件 包 括 进 样 系统 ,色谱 柱 和 检测 器 。 


图 1-1 气相 色谱 仪 的 流程 示意 图 


1. 载 气 瓶 ，2 .净化 器 ; 3. RE, 4.000, 5. BERR, 
6. 柱 炉 ; 7. 色 谱 柱 ; 8. 色 谱 柱 切面 9. 热 导 检 测 器 ;10. 热 丝 切面 ， 
11 .衰减 器 (TCD) 或 放大 器 (FID);， 12. 记 录 仪 ; 13. 色 谱 图 。 


(一 ) 进 样 系统 


可 根据 需要 选用 不 同类 型 的 进 样 系统 (Injection system)。 一 般 的 进 样 系统 由 一 根 石 
英 管 或 是 硅烷 化 的 玻璃 管 插 入 金属 块 构成 。 金 属 块 可 被 电热 丝 加 热 到 一 定 温 度 。 它 的 一 
端 接 色谱 柱 ， 另 一 端 仲 出 到 仪器 外 部 , 由 金属 螺 帽 及 硅 橡胶 加 以 密封 。 在 汽化 温度 下 * 注 
入 的 样品 可 瞬间 变 为 蒸气 。 

吐 充 柱 还 可 直接 插 入 金属 决 中 。 此 时 样品 即 直接 被 注入 柱头 上 ,这 叫 桂 上 进 样 现 
在 越 来 越 多 的 仪器 都 采用 这 种 进 祥 方式 。 它 的 优点 是 减少 样品 在 汽化 部 位 的 扩散 帮 用 ， 
提高 柱 效 。 

控制 进 样 系统 的 温度 是 二 分 重要 的 。 湿 度 大 低 ,液体 试 样 不 能 全 部 变 为 六 气 , 得 不 到 
对 称 的 色谱 峰 。 而 温度 过 高 对 某 些 成 分 会 引起 分 解 或 分 子 重 排 。 对 某 些 生 物体 中 成 分 苑 
其 应 当 注意 这 点 。 例 如 某 些 蓝 烯 类 化 合 物 在 进 样 口 温 度 过 高 时 就 会 分 解 。 一 般 进 样 百 温 
度 可 高 于 柱 温 50°C 左右 。 对 于 含 易 分 解 组 分 的 试 样 , 温 度 还 可 再 低 些 。 

毛细 柱 由 于 能 承受 的 样品 量 十 分 小 (通常 较 填 充 柱 少 100 一 200 倍 ), 这 就 需要 一 种 能 
对 样品 进行 分 流 的 毛细 柱 进 样 系统 。 这 种 进 样 系统 在 工作 时 先 将 试 样 蒸发 为 气体 5 在 试 
样 蒸气 与 载 气 混合 均匀 后 由 分 流 器 按 一 定 的 分 流 比 (例如 100 : 1 分流, 大 部 试 样 被 排 到 
仪器 之 外 , 仅 少 量 试 样 被 载 气 带 入 柱 中 。 

与 分 流 进 样 系统 相对 应 的 还 有 一 种 无 分 流 进 样 系统 。 当 样品 〈 一 般 是 浓度 很 稀 的 试 
PE) 被 注入 进 样 口 后 立即 挥发 为 车 气 。 在 一 定 柱 温 下 〈 一 般 较 溶剂 沸点 低 10—30°C) » 这 
些 洲 剂 在 柱头 有 个 滞留 过 程 , 它 好 像 一 个 塞 子 阻止 了 溶质 的 扩散 ,从 而 使 溶质 在 柱头 得 以 
浓 聚 。 这 就 是 “溶剂 效应 ” 。 溶 剂 效 应 避免 了 色谱 峰 的 扩展 。 在 柱 内 后 部 的 溶剂 会 产生 拖 
尾 现象 ,因此 在 进 样 后 一 定时 间 (20 二 60 秒 ) 必须 打开 系统 中 的 针 闽 ,以 清扫 出 后 部 的 溶 
剂 。 当 然 此 时 也 会 损失 一 点 样品 。 最 后 随 着 程序 升温 ， 样品 中 各 组 分 得 以 在 柱 中 推移 和 
分 离 。 

最 近 又 发 展 了 一 种 毛细 柱 柱 上 进 样 系统。 利用 这 个 系统 可 将 样品 直接 注入 柱 上 。 较 
之 分 流 和 无 分 流 进 样 系统 它 具 有 下 列 优点 : 1) PEM TERURIOIRE F (RETR 
剂 的 沸点 ) 注入 柱 上 ， 避 免 了 某 些 成 分 的 分 解 。 2) 定 量 更 准确 。3) 进 样品 无 硅 橡胶 ;减少 
了 色谱 系统 的 污染 源 。 

无 分 流 进 样 技术 可 使 80% 以 上 样品 进入 柱 内 ,而 柱 上 进 样 可 使 全 部 样品 进入 柱 内 。 
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使 用 这 两 种 技术 可 大 大 降低 仪器 分 析 时 的 最 少 检 知 量 , 因 些 对 微量 分 析 十 分 有 利 。 
最 后 无 论 是 使 用 那 种 类 型 的 进 样 系统 ,都 必须 周期 性 地 用 洲 剂 清洗 其 内 部 管道 ,以 除 
去 硅 橡胶 碎片 或 是 残存 的 难 挥 发 物 。 使 用 填充 柱 柱 上 进 样 时 可 定期 更 换 柱头 上 的 玻璃 棉 。 


(=) 气相 色谱 柱 


气相 色谱 柱 是 色谱 仪 中 最 关键 部 分 , 它 可 被 分 为 两 种 类 型 : 填充 柱 和 毛细 柱 。 

1. HH ”填充 柱 是 气相 色谱 分 析 中 常用 的 柱 型 。 虽 然 近 年 来 由 于 烷 凝 石英 毛 
细 柱 商品 化 ,采用 毛细 柱 分 析 的 工作 越 来 越 多 ,但 填充 柱 还 是 在 气相 色谱 分 析 中 占有 重要 
位 置 。 它 的 优点 在 于 制作 简单 、 价 格 便宜 。 另 外 可 供 使 用 的 固定 液 极 多 ,可 以 根据 样品 的 
构成 选择 合适 的 固定 液 。 利 用 填充 柱 还 可 制备 少量 纯 样 ,以 供 光 谱 分 析 或 生物 试验 之 用 。 

填充 柱 材 料 可 由 不 锈 钢 、 铜 , 聚 四 氛 乙 烯 或 玻璃 制 成 。 现 在 基本 上 所 有 型 号 的 仪器 均 
采用 硬 质 玻璃 制 成 的 柱子 。 这 是 由 于 玻璃 柱 对 极 性 样品 吸附 性 小 、 易 清洗 。 生物 试 样 多 
含 极 性 化 合 物 如 醇 、 醛 、 酸 、 酯 . 糖 等 , 在 气相 色谱 分 析 的 一 系列 问题 上 必须 注意 这 点 。 一 
般 地 玻璃 柱 在 使 用 前 需 经 硅烷 化 处 理 。 其 目的 在 于 使 玻璃 表面 上 的 羟基 被 硅烷 化 , 减少 
活性 吸附 基 团 。 其 办 法 很 简单 : 将 一 根 清洗 干净 并 干燥 过 的 柱子 注 满 新 配制 的 20% 二 甲 
基 二 氧 硅 烷 甲 莱 溶 液 , 两 端 密封 之 。 两 小 时 后 倒 出 硅烷 化 试剂 ， 并 用 甲苯 ,甲醇 依次 将 柱 
也 清洗 干净 ,最 后 干燥 之 。 

柱 内 填充 物 是 表面 涂 了 一 层 固定 液 的 担 体 。 固 定 液 含量 用 固定 液 和 担 体 间 的 重量 百 
分 比 表示 。 如 称 取 100 TEAK, 3 AEM, 那么 配 出 的 填料 固定 液 含量 就 为 3%。 涂 渍 
男 定 液 的 步骤 如 下 : 先 称 取 一 定量 担 体 和 固定 液 , 将 固定 液 浴 于 溶剂 中 (每 种 固定 液 都 有 
其 适宜 的 溶剂 ， 可 查阅 有 关 书 籍 或 手册 )。 将 含 固定 液 的 溶剂 倒 入 担 体 中 , 在 通风 条 件 下 
用 红外 灯 将 溶剂 蒸 干 。 当 然 最 好 还 是 用 旋转 蒸发 器 蒸 去 浴 剂 。 在 配制 过 程 中 应 避免 搅动 
担 体 , 和 否则 担 体 碎 虱 后 ,会 造成 柱 效 下 降 。 

涂 完 固定 液 的 担 体 即 可 用 于 装 柱 。 将 管 柱 一 端 塞 好 经 酸 洗 、 碱 洗 和 硅烷 化 处 理 过 的 
玻璃 棉 , 接 水 泵 抽 气 〈 开 始 用 较 小 的 抽 力 , 随 着 柱 中 担 体 增 加 再 加 大 抽 力 ), 另 一 端 加 一 小 
漏斗 缓慢 地 加 入 担 体 。 在 抽 气 的 同时 用 一 木 棍 轻 轻 地 敲打 管 壁 , 待 装 到 接近 柱头 后 再 塞 
上 玻璃 棉 。 

新 柱 老 化 后 方 可 使 用 。 其 方法 是 将 柱子 一 端 接 于 进 样 口 并 通 入 5 一 10 毫升 分 的 氮 
气 , 另 一 端 悬空 (不 要 接 检测 器 )。 人 然后 用 低 于 该 固定 液 最 高 使 用 温度 ,高 于 实际 使 用 温度 
的 柱 温 条 件 , 加 热 4 一 8 小 时 。 在 升 高 柱 温 时 最 好 用 每 分 钟 2 一 4sc 的 速率 来 程序 升温 。 其 
目的 是 在 低温 下 除去 柱 内 的 氧气 ， 防 止 某 些 固定 液 ( 如 PEG 20M) 在 高 温 下 被 氧化 。 老 
化 的 目的 是 除去 柱 内 的 杂质 ,并 使 固定 液 在 担 体 上 分 布 得 均匀 。 

2. 毛细 柱 毛细 柱 是 一 种 高 效 色 谱 柱 。 尽管 在 1958 年 已 出 现 毛细 柱 , 但 由 于 人 制 
作 和 使 用 方面 的 困难 ,致使 它 在 气相 色谱 中 使 用 的 广泛 性 不 及 填充 柱 。 目 从 Perkin-Elmer 
公司 发 展 了 烷 族 石英 毛细 柱 后 (fused silica capillary column), GATE A BRR I, 

为 便于 比较 ,填充 柱 和 毛细 柱 的 主要 参数 列 于 表 1-1 中 。 

由 表 1-1 可 见 : 毛细 柱 由 于 柱子 很 长 ,可 以 得 到 很 高 的 总 有 效 塔 板 数 (衡量 柱 效 的 单 
位 )。 毛 细 柱 之 所 以 分 离 效果 好 , 这 是 一 个 主要 原因 。 还 需 注意 到 由 于 柱 效 高 , BA 
谱 峰 更 加 狭窄 〈 图 1-5、1-6)， 即 组 分 集中 在 短 时 间 内 流入 检测 器 。 毛 细 柱 还 使 用 流量 衡 
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Ri-1 填充 柱 和 毛细 柱 的 主要 参数 比较 


项 Fe 柱 毛 细 柱 
长 度 ( 米 ) 1.5 一 6 5 一 100 
内 径 ( EK ) 2 一 4 0.2—0.7 
流速 (毫升 /分 ) 10 一 60 0.5 一 15 
压力 降 ( 磅 /平方 英寸 ) * | 10 一 40 3 一 40 
每 米 有 效 塔 板 数 2 500( 内 径 2 毫米 ) 3 000 ( 内 径 0.25 毫 米 ) 
总 有 效 塔 板 数 5 000 150 000 
柱 容量 10 微 克 / 峰 <<50 纳 克 / 峰 
滚 膜 厚 度 ( 微 米 ) a OT: 0.05—1 


* 1 BR=0.4535923%, 1 Bt =0.0254K, 


定 的 氮气 作 补充 气 (make up gas), 这 种 气体 可 不 受 载 气 流量 改变 的 影响 〈 可 将 其 流量 调 
至 使 火焰 离子 化 检测 器 产生 最 高 灵敏 度 处 ) 。 同 时 毛细 柱 的 柱 流失 要 比 填充 柱 少 得 多 ( 因 
固定 液 含量 下 降 ), 这 就 大 大 地 提高 了 检测 器 信 噪 比 。 由 于 上 述 两 点 原因 ， 从 而 使 火焰 离 
子 化 检测 器 灵敏 度 大 为 提高 。 有 人 计算 过 可 降低 检测 极限 5 一 100 倍 ! 这 就 是 毛细 柱 和 无 
分 流 进 样 法 相 结合 可 以 检 知 极 微量 成 分 的 原因 。 作者 在 昆虫 外 激素 研究 中 ， 使 用 毛细 柱 
和 火焰 离子 化 检测 器 可 毫 不 困难 地 测 得 0.1 纳 克 的 物质 ,而 填充 柱 仅 可 检 知 5 一 10 AD 
质 。 

毛细 柱 的 类 型 很 多 。 它 大 致 可 分 为 两 种 类 型 : 1) WCOT 柱 (wall-coated open 
tubular column)。 这 种 柱子 是 将 固定 液 直接 涂 于 金属 ,玻璃 或 石英 管内 壁 而 制 成 。 旱 期 是 
采用 不 锈 钢 或 玻璃 做 为 管 柱 材料 。 现 在 已 发 展 起 来 了 以 石英 做 材料 的 咨 硅 柱 也 叫 弹 性 毛 
细 柱 。 弹 性 毛细 柱 柱 效 高 ,寿命 长 (可 使 用 一 年 以 上 )、 安 装 方便 不易 折断 )， 因 而 得 到 广 
泛 应 用 。 还 可 通过 化 学 键 合 的 办 法 ,将 固定 液 键 合 到 管 壁 上 ,这 叫 键 合 相 弹性 毛细 柱 。 这 
种 柱子 由 于 固定 液 和 管 壁 结合 得 很 牢 , 甚 至 可 以 用 溶剂 Cb) 清洗 柱 内 由 于 长 期 使 用 
所 造成 的 污染 。 也 有 内 径 为 0.5 毫米 的 大 口径 弹性 毛细 柱 , 这 就 增加 了 柱 容 量 , 利 用 官 可 
制备 纯度 极 高 的 样品 。 弹 性 毛细 柱 已 被 国内 外 许多 厂商 作为 商品 出 售 。 例 如 省 大 利 亚 的 
S.G.E 公司 、 美 国 的 Perkin-Elmer 公司 、J& W 公司 和 Hewlett Packard 公司 出品 的 弹性 
毛细 柱 性 能 都 很 好 。 弹 性 毛细 柱 由 于 采用 石英 作为 管 壁 , 故 对 样品 吸附 性 极 小 ,这 点 特别 
有 利于 分 析 生 YW 样品 。2) SCOT 柱 (support-coated open tubular column)。 它 是 将 柱 
内 壁 作 适当 处 理 , 如 将 玻璃 柱 内 壁 涂 一 层 极 细 的 担 体 ,然后 再 涂 固定 液 制 成 。 这 种 柱子 的 
柱 容量 较 大 ,可 直接 将 样品 导入 柱 中 ,而 无 需 特殊 的 毛细 柱 进 样 器 。 它 的 主要 缺点 是 柱 效 
低 , 寿 命 短 。 
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UUM HAAS ER OT AeA ae Re 
种 : 热 导 池 和 火焰 离子 化 检测 器 (TCD Fil FID). 

1. 热 导 池 检 测 器 (TCD) 热 导 池 通 常 由 池 体 和 热 敏 元 件 构成 。 热 敏 元 件 A 
丝 或 乌 饮 丝 。 通 以 直流 电 后 ,其 温度 就 会 较 周围 池 腔 高 。 组 分 流入 池 腔 后 ,组 分 加 载 气 的 
热 导 率 与 纯 载 气 的 热 导 率 是 不 同 的 。 这 就 改变 了 热 敏 元 件 的 温度 ,因而 其 电阻 也 随 着 改 
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变 , 电 路 上 就 产生 一 信号 电压 。 通 过 纯 载 气 的 参考 池 和 通过 载 气 加 样品 的 测量 池 分 别 组 
成 了 惠 斯 登 电 桥 的 两 臂 。 通 过 电 桥 很 容易 测 到 信号 电压 。 

显然 载 气 与 试 样 间 热 导 率 差异 越 大 则 检测 器 灵 人 敏 度 越 高 。 用 所 或 氨 作 载 气 可 获得 
较 高 灵敏 度 。 

TCD 对 无 机 气体 及 有 机 物 均 有 响应 ,但 它 的 灵敏 度 较 FID 低 两 个 数量 级 。 因 此 对 微 
量 成 分 分 析 和 毛细 柱 分 析 不 适用 。 它 不 会 破坏 试 样 ,检测 后 试 样 还 可 被 回收 。 

2. 火焰 离子 化 检测 器 (FID) ”这 种 检测 器 由 喷嘴 和 收集 极 构成 。 两 者 间 有 一 恒定 
的 直流 电压 。 柱 后 的 有 机 物流 入 喷嘴 后 , 即 在 喷嘴 上 部 的 氢 焰 中 燃烧 ,此 时 有 极 微量 有 机 
物 被 电离 ,收集 极 便 可 收集 到 一 股 微 电 流 。 微 电流 可 经 放大 器 放大 ,然后 再 被 记录 仪 记录 。 

载 气 ( 氮 )、 氢 气 及 空气 需 有 一 定 比 例 (对 填充 柱 可 为 1 : 1 : 10)， 否则 会 影响 灵敏 度 
或 是 不 能 燃烧 。 

FID 灵敏 度 高 ,浓度 与 检测 器 响应 的 线性 范围 宽 , 适 宜 于 分 析 一 切 能 在 火焰 上 被 电离 
的 组 分 。 在 痕 量 分 析 \ 毛 细 柱 分 析 上 它 是 极其 有 用 的 。 


三 、 气 相 色 谱 的 分 离 原 理 和 分 离 条 件 选 择 


气 - 液 色谱 (GLC) 的 分 离 原理 : 当 一 试 样 在 色谱 柱 行进 时 , 各 组 分 在 气相 和 液 相间 
的 分 配 系数 不 同 , 也 即 在 液 相 中 溶解 能 力 不 同 ,因而 被 多 次 分 配 。 最 后 各 组 分 在 柱 中 运行 
速度 不 一 ， 经 过 一 定 长 度 的 柱子 后 便 被 分 开 。 

图 1-2 是 一 张 典型 色谱 图 。 图 上 售 
各 部 分 有 专门 名 称 ， 分 析 一 张 色 谱 图 号 
必须 了 解 这 些 名 称 。 

(1) 基线 : 直线 OK 称 为 基线 。 
它 表 示 只 有 载 气 通过 检测 器 时 所 得 的 
本 底 。 

(2) We 1 和 峰 2: 当 被 分 离 组 分 
和 载 气 一 齐 通过 检测 器 时 , 所 得 的 信 
号 -时 间 曲 线 。 图 1-2 ”色谱 图 与 色谱 图 中 的 常见 省 称 

(3) WEEE: (Ws 及 Wo) 峰 两 侧 曲线 在 拐点 所 作 切 线 与 基线 相交 部 分 的 线段 。 

(4) 峰 高 : 〈h) 峰 最 高 点 至 峰 底 的 垂直 上 距离。 

(5) 峰 面积 ， 峰 和 峰 底 所 包围 的 面积 。 

(6) 保留 时 间 : (Xe X.) 从 进 样 开始 到 峰 顶 的 时 间 。 

(7) BIER AM Ts (Xi 及 X2) 样品 保留 时 间 减 去 空气 峰 保 留 时 间 。 

(8) 相对 保留 值 ， 两 色谱 峰 校 正 保留 时 间 之 比 , 即 X2/ Xi (此 处 XS > Xi)。 

为 描述 相 邻 两 组 分 的 分 离 情况 ,常用 分 离 度 尺 作 指 标 。 


Co ee (1) 
W,+W, 


42 为 两 峰 间 上 距离 之 差 ， 到 ,了 分 别 为 峰 1 和 峰 2 的 峰 宽 。 
R 是 衡量 一 对 物质 在 柱 中 分 离 好 坏 的 总 指标 ,其 数值 越 大 ,分 离 越 好 。 当 尺 三 1.5 时 


则 两 峰 完 全 分 开 。 组 分 在 柱 中 分 离 过 程 , 就 是 它 在 固定 相 中 和 在 流动 相 中 多 次 分 本 的 过 
程 。 两 组 分 能 被 分 开 基于 它们 在 某 一 固定 相 中 有 不 同 的 分 配 系数 (在 分 配 平衡 时 ,组 分 在 
两 相 中 数量 之 比 )。 两 组 分 配 系数 相差 越 大 , 则 越 易 分 开 。 分 离 也 与 峰 宽 有 关 ， 即 与 组 分 
在 柱 中 的 扩散 速度 有 关 。 考 虑 到 这 些 因 素 , 可 得 到 公式 (2): 
YA fer ae 
R= nl - \vN 2) 
其 中 为 两 组 分 分 配 系 数 之 比 , 也 即 为 两 组 分 相对 保留 值 X/ Xi。 尽 为 有 效 理 论 塔 
板 数 ,是 衡量 柱 效 的 指标 。 它 可 由 校正 保留 时 间 、 峰 宽 计 算得 来 。 


N =16 (=) PAD 
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影响 分 离 度 的 因素 很 多 ,而且 填充 柱 和 毛细 柱 情 况 不 一 样 ,因此 分 别 加 以 说 明 。 Loi 
说 明 一 下 影响 填充 柱 分 离 的 一 些 因素 。 

1 eR 好 的 担 体 有 较 大 的 比 表 面 、 晒 粒度 均匀 ,表面 吸附 性 低 、 热 稳定 性 好 且 有 
一 定 强度 。 

常用 的 是 硅 棠 土 担 体 。 可 分 为 红色 担 体 与 白色 担 体 两 类 。 白 色 担 体 较 红色 担 体 比 玫 
面 要 小 ,强度 也 低 , 但 表面 吸附 性 低 , 故 适 于 分 析 极 性 化 合 物 。 白 色 担 体型 号 很 多 ,国外 有 
Celite 545, Chromosorb W、Gas Chrom Q 等 。 国 内 有 101.102 等 。 宫 是 生 黎 和 分 析 
中 常用 的 担 体 。 

担 体 颗 粒 的 粗细 也 会 影响 柱 效 。 细 里 粒 的 担 体 比 表面 天 ， 可 使 柱 效 提高 。 — fi 23K. 
长 的 柱子 可 用 100—120 目的 担 体 。 SE 5 TA aA ee 否则 对 载 气 
阻力 过 大 ,影响 载 气流 量 。 

为 减少 担 体 表面 的 吸附 性 ， 第 用 酸 洗 、 碱 洗 的 办 法 。 有 时 还 用 二 甲 基 二 RE BE 
(DMCS) 进行 硅烷 化 处 理 , 以 封闭 担 体 表 面 上 的 OH SE. 在 涂 非 极 性 固定 液 时 常用 这 种 
担 体 。 

2。 固 定 液 ”对 固定 液 有 下 列 要 求 : 1) 在 操作 温度 下 ,蒸气 压低 、\ 热 稳定 性 好, 呈 
液态 。2) 组 分 在 固定 液 中 有 一 定 溶解 力 。3) 选择 性 好 ,对 沸点 相近 ,结构 不 同 的 物质 有 
较 高 的 分 离 能 力 。 | | 

固定 液 种 类 繁多 ,可 分 为 非 极 性 (包括 弱 极 性 的 如 SE 30,O0V-1,0V-101, DC 200 等 )， 
中 等 极 性 (如 OV-17,OV-225,CHDMS, PEG 20 M 等 )、 强 极 性 (如 DEGS, TCEP,OV-275 
等 ) 和 氢 键 型 四 类 。 近 年 来 又 发 展 了 特殊 用 途 的 固定 液 如 分 离 顺 、 5 eee 
液 和 分 离 手 性 化 合 物 的 手 性 固定 液 。 

选用 固定 液 可 根据 “相似 性 原则 ?进行 , 即 固定 液 性 质 与 被 分 离 物 有 某 些 相似 性 ,如 官 
能 团 、 化 学 键 、 极 性 . 某 些 化 学 性 质 。 此 时 变 分 离 物 在 固定 液 中 溶解 度 大 ， 易 分 离 。 

在 极 性 固定 液 中 ,物质 首先 按 极 性 大 小 被 分 离 ( 极 性 小 的 先 流出 ), 极 性 相同 则 按 沸 点 
高 低 分 离 ( 沸 点 低 的 先 流 出 )。 在 非 极 性 固定 液 中 ,物质 则 按 沸 点 顺序 分 离 。 

在 分 析 复 沫 的 样品 时 必须 使 用 两 根 不 同性 质 固定 液 的 柱子 。 因 为 基 一 种 固定 液 只 能 
分 开 某 些 组 分 ,而 不 能 分 开 另 一 些 组 分 。 未 分 开 的 组 分 可 以 被 收集 下 来 ,再 用 另 一 根 柱 分 
离 。 也 可 使 用 混合 固定 液 的 办 法 来 解决 。 
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目前 多 采用 低 固定 液 含量 的 柱子 (5 一 10%)。 固 定 液 含量 低 ， 可 使 用 较 低 柱 温 , 此 时 
可 得 较 大 的 分 配 系数 ,从 而 改善 分 离 。 固 定 液 含量 与 所 使 用 的 担 体 类 型 有 关 ， 使 用 比 表面 
较 小 的 担 体 时 (如 Chromosorb G) 固定 液 含 量 就 要 小 。 

3. Hin ，” 柱 温 太 高 会 使 固定 液 选择 性 变 坏 ， 不 利于 分 离 。 若 降低 太 多 ， 则 保留 时 
间 延 长 而 影响 分 析 速 度 。 选 择 柱 温 可 根据 样品 沸点 来 确定 。 一 般 柱 温 可 比 样品 平 均 沸 点 
低 100 度 左右 。 

对 宽 沸 程 混合 物 则 采用 程序 升温 的 办 法 。 这 就 解决 了 分 离 效 果 和 分 析 速 度 的 矛盾 。 

4。 载 气 ”选择 载 气 要 根据 分 析 需 要 、 检 测 器 类 型 来 确定 。 载 气 纯度 要 高 。 使 用 任 
何 一 种 气体 作 载 气 都 要 调 至 最 佳 线性 流速 。 氮 气 的 最 佳 线性 流速 为 10 一 12 KSA 
气 为 15 一 20 厘米 / 秒 。 

5。 柱 长 和 内 径 ， 柱子 增长 ,有 效 塔 板 数 六 也 随 着 增加 ,因此 分 离 度 了 也 增加 (公式 
2 )。 但 柱子 太 长 则 保留 时 间 和 柱 前 压 也 会 增加 许多 , 故 柱 长 受到 限制 。 填 充 柱 一 般 为 2 
米 , 有 时 为 了 需要 也 可 长 至 10 米 。 

柱 内 径 一 般 为 2 一 4 毫米 。 太 细 柱 容量 要 下 降 , 太 粗 则 柱 效 下 降 。 

上 述 各 种 因素 同样 会 影响 毛细 柱 的 分 离 能 力 , 但 毛细 柱 的 基本 参数 ( 表 1-1) 与 填充 
柱 很 不 一 样 , 因 此 需 加 以 说 明 。 

(1) 固定 液 : 毛细 柱 能 使 用 的 固定 液 要 比 填充 柱 少 得 多 , 尤其 是 极 性 固定 液 。 因为 
某 些 固定 液 难 以 完成 涂 渍 。 另 一 方面 毛细 柱 由 于 有 效 塔 板 数 极 高 、 分 离 能 力 强 故 也 不 需 
要 十 分 繁多 的 固定 液 。 对 一 般 实 验 室 有 一 根 极 性 柱 和 一 根 非 极 性 柱 也 就 够 了 。 市 售 的 毛 
细 柱 有 不 同 的 液 膜 厚度 , 液 膜 厚 则 对 分 离 强 挥发 性 物质 有 利 , 柱 子 分离 能 力也 会 增加 。 但 
对 弱 挥 发 性 物质 名 留 时 间 也 会 增加 。 

(2) 毛细 柱 柱 温 ， 柱 温 影响 分 离 的 情况 与 填充 柱 一 样 。 在 毛细 柱 中 一 般 最 高 使 用 温 
度 要 较 相 同 固定 液 的 填充 柱 低 一 些 。 使 用 毛细 柱 时 一 般 采 用 程序 升温 的 办 法 , 这 一 方面 
是 某 些 进 样 系统 的 需要 (如 无 分 流 进 样 , 柱 上 进 样 等 ) , 另 一 方面 是 毛细 柱 液 膜 很 薄 , 采 用 
程序 升温 不 易 损 坏 液 膜 。 

新 柱 往往 要 老化 一 夜 , 此 时 当然 也 需 采 用 程序 升温 。 只 要 试 样 中 各 组 分 保留 时 间 不 
是 太 长 就 不 要 使 用 太 高 的 上 上限 柱 温 ,这 样 可 以 延长 柱 寿命 。 

(3) 柱 长 和 内 径 ， 常 用 的 毛细 柱 一 般 长 25 一 50 米 。 毛 细 柱 因为 长 度 较 长 ,又 使 用 程 
序 升 温 ， 所 以 保留 时 间 一 般 也 较 长 。 超 过 50 米 的 柱子 很 少 采用 ， 因 为 根据 公式 (2) 分 离 
度 仅 与 有 效 板 数 的 平方 根 成 正比 , 即 柱 长 增加 到 4 倍 , 分 离 度 才能 增加 工 倍 ， 但 此 时 的 保 
留 时 间 要 延 得 很 长 。 

内 径 一 般 在 0.2 一 0.5 毫米 。 使 用 粗 柱 可 增加 柱 容量 ,但 柱 效 会 降低 。 

(4) RA: 一定 要 使 用 高 纯度 的 载 气 (99.999% 的 氮 或 氢 ) 。 使 用 氮 作 载 气 要 保持 
在 最 佳 线 速 上 ,过 高 的 线 速 , 则 柱 效 下 降 。 但 使 用 氢 作 载 气 可 超过 最 佳 线 速 。 这 是 因为 氧 
气 线 速 较 快 时 对 最 小 塔 板 高 度 ( 长 度 / 塔 板 数 ) 不 致 于 影响 太 大 。 但 使 用 氢气 时 要 特别 注 
意 安全 。 
微量 的 氧气 会 破坏 某 些 固定 液 如 PEG 20M。 因 些 在 使 用 毛细 柱 做 分 析 时 最 好 在 载 
气 进入 柱 前 加 一 个 装 有 脱氧 剂 的 管子 (可 从 大 连 催化 剂 厂 购 到 ) 。 同 时 还 得 注意 消除 微量 
注射 咒 中 的 空气 。 


” 生物 试 样 中 往往 含有 许多 难以 挥发 的 成 分 。 这 些 难 挥 发 性 成 分 常常 不 是 分 析 的 对 
象 。 如 果 将 它们 连同 挥发 性 成 分 一 起 注入 柱 中 不 但 影响 分 离 , 还 会 污染 柱子 ,特别 是 污染 
毛细 柱 。 此 时 要 求 分 析 者 采用 蒸馏 或 凝 胶 渗 透 色 谱 法 除去 这 些 难 挥发 物 。 如 果 分 析 对 象 
就 是 这 些 难 挥发 物 ， 可 经 化 学 反应 转化 为 挥发 物 。 例如 长 键 脂肪 酸 可 与 重 氮 甲 烷 反 应 生 
成 沸点 较 低 的 脂肪 酸 甲 酯 。 
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各 种 物质 在 一 定 的 色谱 条 件 下 , 都 有 其 目 己 的 保留 时 间 。 用 未 知 物 和 已 知 物 在 同一 
色谱 条 件 分 析 , 看 其 保留 时 间 是 否 相同 ,这 便 是 重要 的 定性 指标 。 使 用 相对 保留 值 可 以 减 
少 分 析 条 件 不 同 造成 的 误差 ,此 时 只 需 固定 液 和 柱 温 一 致 便 可 以 了 。 

利用 共同 进 样 技术 也 可 消除 在 比较 保留 时 间 时 因 色 谱 条 件 差异 而 造成 的 误差 。 此 时 
将 未 知 物 与 标准 物 一 起 注入 色谱 系统 ,如 果 未 知 物 中 某 一 色谱 峰 明 显 增高 ,这 个 峰 便 可 初 
步 推断 就 是 标准 物 。 此 时 标准 物 纯度 要 忆 。 

旨 肪 族 同 系 物 在 同一 色谱 条 件 下 ,其 碳 数 与 它们 的 保留 时 间 (〈 也 可 用 记录 纸 上 色 谱 峰 
的 保留 距离 来 表示 ) 对 数 呈 线性 关系 。 根 据 这 个 规律 在 有 一 系列 同系 物 情况 下 ,可 用 作 图 
法 测定 未 知 物 是 属于 同系 物 中 哪 一 种 。 

计算 一 个 未 知 物 的 Kovats 指数 ,再 与 文献 值 核对 ,也 是 一 种 定性 方法 。 

上 述 方法 均 需 标 样 , 同 时 要 两 个 不 同性 质 ( 极 性 和 非 极 性 ) 色谱 柱 分 析 才 为 可 靠 。 即 
使 如 此 , 若 要 对 物质 进行 最 后 定性 还 需 结合 其 他 方面 的 (如 光谱 分 析 ) 分 析 数 据 。 

对 一 结构 完全 未 知 的 物质 , 可 用 反应 色谱 法 (用 GC 来 检查 未 知 物 是 否 能 与 某 试剂 起 
反应 ,来 得 到 与 结构 有 关 的 信息 )、 或 进行 GC-MS、.GC-IR、 核磁 共振 等 分 析 来 定性 。 近 年 
来 毛细 柱 GC-MS 已 发 展 到 成 熟 阶 段 , 无 论 是 毛细 柱 的 分 辩 力 或 是 质谱 的 灵敏 度 都 是 极 高 
的 。 此 时 质谱 仪 可 被 看 成 一 个 检测 噩 , 由 此 而 得 的 结构 信息 要 比 GC 多 得 多 。 
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根据 在 某 一 色谱 条 件 下 , 某 物 质 在 样品 中 的 含量 与 其 峰 高 或 峰 面 积 成 正比 的 关系 ,可 
进行 定量 分 析 。 

常用 的 方法 有 外 标 法 、 内 柱 法 和 归 一 化 法 。 外 标 法 是 先 测 得 某 标 准 物 不 同 浓 度 的 峰 
高 或 峰 面 积 并 作出 浓度 一 峰 高 峰 面 积 ) 标准 曲线 。 然 后 在 同一 色谱 条 件 下 ,用 未 知 含 量 
物 的 峰 高 或 峰 面 积 与 其 相应 的 曲线 核对 来 定量 。 内 标 法 是 用 某 已 知 含量 的 标准 物 与 未 知 
禽 量 的 样品 一 起 注入 色谱 柱 , 可 根据 已 知 含量 物 和 未 知 含量 物 峰 面积 (或 峰 高 ) 之 比 来 计 
算出 含量 。 当 标准 物 和 待 测 物 不 是 同一 物质 时 , 需 考 虑 检测 器 对 不 同 物质 响应 值 差 异 。 可 
用 校正 因 于 对 此 差异 校正 。 校 正 因子 可 由 文献 中 查 出 。 归 一 化 法 可 用 于 同系 物 中 ， 这 时 各 
组 分 均 能 分 开 且 响应 值 近似 ,因此 某 一 组 分 的 百 分 信 量 即 为 它 的 峰 面 积 与 总 峰 面 积 之 比 。 

影响 定量 的 因素 很 多 , 像 进 样 技术 、 仪 器 工作 稳定 性 , 峰 高 或 峰 面 积 测 量 误 差 等 。 分 
析 时 必须 注意 这 些 因素 。 

目前 很 多 气相 色谱 仪 都 附 有 微 处 理 机 ， 利 用 它 可 自动 记录 各 色谱 峰 的 保留 时 间 和 相 
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分 析 中 的 许多 条 件 , 使 分 析 高 度 月 动 化 。 


六 、 制 备 气 相 色 谱 


制备 气相 色谱 是 利用 色谱 柱 的 高 分 离 能 力 来 对 混合 物 中 基 一 或 革 几 个 成 分 进行 纯 
化 。 虽 然 光 谱 分 析 能 够 提供 很 多 结构 方面 的 信息 , 然而 它 却 需 要 纯 样 。 近 年 来 高 分 辨 毛 
细 柱 已 广泛 地 应 用 于 气相 色谱 -质谱 (GC-MS) 了 系统, 但 对 组 成 十 分 复杂 的 样品 来 说 经 一 
次 毛细 柱 分 离 , 也 难于 保证 每 个 色谱 峰 仅 含 一 种 成 分 。 在 生物 学 研究 中 ,许多 生理 活性 物 
质 或 药物 也 需 纯 样 进行 生物 测定 。 气 相 色 谱 是 制 取 纯 样 的 有 力 工 具 之 一 。 

生物 体 让 许多 成 分 是 难以 大 量 获 得 的 。 例 如 昆虫 外 激素 只 能 在 每 只 昆虫 中 获得 纳 克 
数量 级 的 样品 。 近年 来 计算 机 被 应 用 于 光谱 分 析 仪 名 中 , 使 得 它们 的 灵敏 度 大 为 提高 。 
所 以 微量 样品 (样品 量 ，0.1 微克 一 1 毫克 ) 的 制备 在 气相 色谱 中 是 相当 重要 的 。 然 而 一 
般 书 籍 中 很 少 涉 及 这 点 。 在 微量 样品 的 GC 制备 中 有 几 个 重要 问题 必须 加 以 说 明 。 

1。 色 谱 柱 用 于 微量 试 样 纯化 的 柱子 和 一 般 分 析 柱 没有 两 样 。 柱 温 也 与 分 析 时 
的 柱 温 相仿 。 载 气流 速 以 最 佳 线 速 为 宜 , 过 高 的 流速 不 但 不 利于 分 离 , 而 且 还 会 使 冷凝 效 
率 降低 。 8 

2. 分 流 器 “分流 器 可 使 大 部 分 样品 流入 收集 器 , 而 仅 有 少量 样品 流入 检测 器 。 
R. G. Brownlee 所 报道 的 一 种 可 调 分 流 比 的 分 流 器 很 适宜 于 微量 试 样 的 纯化 。 不 少 气 相 
色谱 仪 也 带 有 柱 后 分 流 器 ， 像 Perkin-Elmer 公司 的 990 气相 色谱 仪 便 附 有 这 种 装置 。 它 
的 构造 如 下 : 

载 气 自 柱 后 流出 后 进入 位 于 柱 后 和 检测 器 之 间 加 热 区 中 的 一 个 三 通 块 中 (三 通 块 内 
腔 很 小 )。 载 气 在 三 通 块 中 分 为 两 股 ,一 股 由 不 锈 钢管 导入 检测 器 , 另 一 股 被 通 入 收集 口 。 
分 流 比 可 由 不 锈 钢管 的 内 径 和 长 度 来 调节 (例如 可 调 至 97 : 3)。 进 入 FID 的 载 气 因 为 流 
量 很 小 (1 一 5 毫升 一 分 ), 需 加 补充 载 气 。 这 就 必须 加 入 另 一 个 三 通 块 。 在 第 二 个 三 通 中 
混入 补充 载 气 后 ( 氮 )， 再 流入 FID。 补 充 载 气流 量 可 稍 高 于 氢气 流量 。 加 入 补充 载 气 的 
目的 是 防止 色谱 峰 扩 展 、 增 加 检测 灵敏 度 。 通 至 收集 口 的 不 锈 钢管 开口 于 检测 器 下 方 的 
加 热 区 内 。 它 被 连 于 一 个 聚 四 所 乙烯 接头 上 。 接 头 的 另 一 端 可 接 玻璃 收集 管 。 

3. 收集 器 因为 回收 的 样品 量 很 少 , 故 利用 内 径 1 一 2 毫米 ,长 30 一 40 厘米 的 薄 
壁 玻璃 管 即 可 。 玻璃 管 的 一 端 揪 入 聚 四 氛 乙 烯 接头 上 。 在 离 收 集 口 10 一 20 厘米 处 放 一 
于 冰 盒 ,收集 管 (数目 视 需 收集 多 少 组 分 而 定 ) 被 包 埋 于 于 冰 中 。 收集 口 处 温度 要 高 于 柱 
温 (实际 上 即 FID 的 温度 ,通常 为 200—250°C) ,以 避免 样品 在 此 处 冷凝 。 收 集 管 需 有 温 
度 梯 度 变 化 , 故 干 冰 不 可 放 得 离 收集 口 太 近 。 

在 玻璃 管 中 冷 凝 的 收集 物 可 用 适当 的 溶剂 洗 下 (可 根据 光谱 分 析 、 生 物 实验 要 求 选 定 
溶剂 ), 也 可 将 收集 管 两 端 在 火焰 上 封 好 , 以 备 后 用 。 在 样品 收集 过 程 中 应 尽量 避免 水 气 
进入 收集 管 , 过 多 的 水 分 有 碍 于 光谱 分 析 。 

作者 曾 用 月 桂 酸 甲 酯 .十 四 醇 作 标 样 , 在 一 微克 进 样 量 下 , 用 这 种 收集 器 可 分 别 回收 
到 60 一 80% .40—60% 的 两 种 样品 。 试 样 的 损失 主要 是 在 测定 回收 率 时 浓缩 样品 发 生 
的 。 因 此 洗 脱 所 用 的 溶剂 量 要 尽 可 能 减少 (对 内 径 1.5 毫米 的 管子 50 一 100 微 升 即 可 )。 
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对 毫克 量 级 的 样品 ,可 得 80 一 90% 的 回收 率 。 

图 1-3 是 马尾 松 毛 虫 性 外 激素 提取 物 的 OV-101 柱 色谱 图 和 不 同 馏分 的 触角 电位 
(一 种 测定 外 激素 的 电 生理 学 方法 ,简称 EAG) 分 析 图 。 马 尾 松 毛虫 性 外 激素 乙醚 提取 移 
经 氮气 共 蒸 饮 (Nitrogen sweep co-distillation) 后 ?被 注入 3% OV-101 柱 。 所 收集 到 的 色 
谱 馅 分 再 进行 EAG 测定 , 绘 出 图 1-3。 图 1-4 是 6 号 EAG 活性 峰 再 经 1.5% CHOMS #: 


(分 ) 
图 1-3 ”马尾 松 毛虫 性 外 激素 提取 物 GC-EAG 分 析 图 1-4 ”6 号 峰 的 再 分 离 
色谱 柱 : 3%OV-=-101L, 担 体 60 一 80 目 Chromo- 色谱 柱 : 1.5 匈 CHDMS9, 担 体 60 一 80 目 
sorb W-AW-DMCS , 柱 长 2 米 ,内 径 2 毫米 ， 405 担 体 ， 柱 长 2 米 ， 办 径 2 毫 米 不 锈 钢 
不 锈 钢 柱 。 柱 温 : 145°C>1.5°C/F 174 A 柱 。 柱 温 : 130°C>2°C/4}2170°C/ 4}, 
33C/ 分 至 220"C。 氮 气流 速 : 10% 升 / 分 。 检 氮气 流速 16 毫 升 / 分 。 检 测 器 ， FID, 


测 器 : FID, 


进行 第 二 次 分 离 、 制 备 , 对 各 馅 分 进行 EAG 测定 后 绘 出 。 经 两 次 色谱 分 离 后 该 成 分 纯度 
便 很 高 了 (这 点 已 为 质谱 分 析 所 证 实 )。 图 1-3 中 的 三 个 EAG 活性 峰 经 仪器 分 析 和 生物 
测定 已 被 鉴定 。 它 们 的 化 学 结构 分 别 为 ， 顺 5, 反 7- 十 二 碳 二 烯 醇 ( 峰 4) 顺 有 5 反 7- 十 二 
碳 二 烯 乙酸 酯 ( 峰 6) 和 顺 5, 反 7- 十 二 碳 二 烯 丙 酸 酯 ( 峰 8)。 

通过 上 例 看 出 ;复杂 的 生物 样品 稼 需 两 根 不 同性 质 的 色谱 柱 来 纯化 。 有 时 甚至 要 用 
4 一 5 根 不 同 的 色谱 柱 。 


七 、 气 相 色谱 仪 在 生物 学 中 的 应 用 


James 和 Martin 早 在 50 年 代 已 用 气 - 液 色 谱 分 离 了 脂肪 酸 、 胶 类 等 生物 物质 。 随 着 
仪器 发 展 和 商品 化 ,气相 色谱 在 生物 学 上 的 应 用 也 越 加 广泛 。 

某 些 生 物体 中 成 分 经 适当 收集 法 收集 后 , 直接 可 注入 色谱 柱 中 分 析 。 图 1-5 是 将 美 
洲 榆树 树干 中 挥发 物 经 抽 气 收集 于 Porapak Q (一 种 吸附 性 有 机 聚合 物 ) 中 , 然后 用 戊 烧 
洗 下 , 注入 一 根 甲 基 硅 酮 毛细 柱 所 得 色谱 图 。 图 中 绝 大 部 分 色谱 峰 是 单项 烯 和 倍 半 茧 燃 
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图 1-5 “美洲 榆树 中 挥发 性 成 分 毛细 柱 GC 色谱 图 
OV-101 50X0.21 训 米 ID 毛细 柱 ， 柱 温 35"C(1.67 分 钟 ) 程 序 升温 2SC/ 分 


到 190"C 氨 流速 3 毫升 /分 。EFID 250"C， 进 样品 150%C( 无 分 流 进 样 ) 。 
化 合 物 。 这 些 物 质 经 填充 柱 被 分 为 纯 品 ,并 经 光谱 分 析 等 手段 所 鉴定 。 
图 1-6 是 3 只 亚洲 玉米 蜗 外 激素 腺 体 提取 物 毛 细 柱 GC 分 析 图 。 2、3 为 其 外 激素 成 
分 反 12- 十 四 碳 燃 乙酸 酯 和 顺 12- 十 四 碳 烯 乙酸 酯 。 经 外 标 法 测定 每 个 色 谱 峰 (2,3) 约 
为 7 纳 克 。 无 分 流 进 样 和 弹性 毛细 柱 合 并 应 用 ,使 人 们 对 外 激素 成 分 构成 .比例 和 绝对 含 
量 很 快 便 一 目 了 然 。 


图 1-6 亚洲 玉米 蝇 性 外 激素 的 GC 分 析 


PEG 20M 30 米 X0.2 毫 米 弹 性 毛细 柱 ; 柱 温 80CK1 分 钟 ) 
程序 升温 3%C/ 分 到 160"C， 和 氢气 ( 载 气 ) 级 速 47 厘 米 / 秒 ; 
无 分 流 进 样 。 检 测 器 : FID, 


气相 色谱 仪 还 可 用 于 对 某 些 疾病 的 诊断 上 。 图 1-7 是 两 个 人 体 尿 液 中 有 机 酸 成 分 色 
谱 图 。 病 人 尿 液 中 (上 图 ) 含 大 量 非 正常 代谢 产物 一 3 EER AR (3-HIVA) 和 3- 四 
SEED (3-MCG). HEU AEE MRD 3- 甲 基 巴 豆 栈 送 基 酶 。 
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八 、 某 些 国内 外 气相 色谱 仪 简介 


目前 国内 外 各 广 商 生产 的 气相 色谱 仪 型 号 极其 繁多 。 这 里 区 就 作者 所 知 ， 介 绍 几 种 
新 型 号 仪器 。 

HP 5890 A 是 由 美国 Hewlett Packard 公司 生产 的 一 种 质量 优秀 的 气相 色谱 仪 。 它 
采用 了 先进 的 色谱 学 、. 电 子 学 技术 ,使 色谱 分 析 获 得 高 精确 度 、 高 重复 性 ,并 且 操 作 简 便 。 
可 接 火 焰 离 子 化 、. 热 导 .电子 捕获 和 氮 磷 检测 器 。 目 前 有 好 斤 种 型 号 的 气相 色谱 -质谱 联 
用 仪 都 采用 它 作为 色谱 部 分 。 用 HP 3393 A 计算 机 化 积分 仪 与 它 连 接 , 可 组 成 一 个 自动 
化 色谱 分 析 系 统 。 它 还 具有 下 列 性 能 : 可 采用 毛细 管 柱 分 流 一 无 分 流 进 样 器 ,毛细 柱 桩 
上 上进 样 器 ,填充 柱 进 样 器 , 以 适应 于 各 种 不 同 的 分 析 目 的 ; 可 随时 显示 出 仪器 各 部 分 温度 
和 各 种 气体 流量 ;具有 单 柱 补 偿 功 能 , 易 得 到 平 直 基 线 ; 具 有 目 检 功能 ,可 确定 有 无 故障 和 
故障 所 在 处 。 

由 Philip 公司 生产 的 PU 4550 型 气相 色谱 仪 的 基本 构造 与 Pye Unicam 204 型 相似 ， 
但 采用 了 微 处 理 机 控制 色谱 参数 ,并 附 有 键盘 和 多 功能 数字 显示 器 ,因而 能 显示 各 种 参数 
和 保留 时 间 。 也 可 根据 需要 配备 毛细 管 柱 分 流 一 无 分 流 进 样 锅 及 微量 样品 收集 装置 。 这 
种 仪器 数据 重复 性 好 ,经 和 久 耐用 。 

SP 3400 型 气相 色谱 仪 是 由 北京 分 析 仪 器 厂 从 美国 Varian 公司 引进 、 生 产 的 。 它 除 
具有 现代 色谱 仪 所 具有 的 一 般 特 点 外 , 还 特别 适 于 毛细 管 柱 色 谱 分 析 。 采用 了 先进 的 毛 
细 管 柱 上 进 样 器 ,并 使 用 溶剂 聚焦 技术 可 使 进 样 量 扩大 到 20 微 升 。 

Perkin-Elmer 的 SIGMA 300 #3, Varian 的 3700 型 、Hewlett-Pakard 公司 的 5880A、 
也 都 是 性 能 较 好 的 气相 色谱 仪 。 
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九 、 气 相 色谱 仪 附 件 的 选择 和 安装 条 件 


检测 器 可 根据 要 求 由 生产 仪器 厂家 购 得 。 填充 色谱 柱 可 由 主机 生产 三家 购 得 , 也 可 
自己 配制 。 自 行 配 制 的 好 处 是 完全 可 根据 需要 来 选 定 担 体 ,固定 液 和 固定 液 含 量 。 各 种 
担 体 和 固定 液 都 可 由 仪器 生产 厂家 或 试剂 公司 购 得 。 毛细 管 柱 如 自己 动手 制作 , 较为 复 
A MAK) WTI. WRAY SGE ZAR). SEA Hewlett Parkard, Pekin-Elmer, 
J&W Scientific 等 公司 都 生产 性 能 良好 的 各 种 毛细 柱 。 

聚 固 色谱 柱 的 螺母 、 聚 四 氟 乙烯 或 石墨 垫圈 ,以 及 进 样 亲 上 的 硅 橡 胶 垫 片 都 是 必 不 可 
少 的 零件 ,这 些 都 可 由 生产 主机 的 厂家 购 得 。 

新 型 气相 色谱 仪 体 积 都 很 小 , 即使 加 上 记录 仪 或 微 处 理 机 ， 所 耗 空间 也 很 小 , 有 一 个 
长 1.5 米 \ 宽 70 厘米 的 实验 台 便 够 了 。 对 实验 室 无 特别 要 求 ,只 要 周围 无 腐蚀 性 气体 、 电 
源 稳 定 即 可 。 在 安装 一 台新 仪器 前 应 备 齐 下 列 附 属 装置 : 

(1) 符合 仪器 要 求 的 电源 (包括 电压 及 功率 )。 

(2) 如 用 火焰 离子 化 检测 器 ,要 备 好 氮气 、 气 气 和 压缩 空气 。 对 填充 柱 来 说 纯 所 、 纯 氨 
即 豆 。 对 毛细 管 柱 分 析 要 用 高 纯 氮 (含量 为 99.999%) 和 高 纯 氨 (含量 为 99.99% 以 上 )。 

(3) 气体 连接 管 。 最 好 选用 内 径 为 2 毫米 的 紫铜 管 或 不 锈 钢管 。 使 用 前 要 稳 底 清洗 
内 壁 , 特 别 是 要 除去 管内 的 油污 。 

(4) 气体 净化 管 。 净 化 管 一 般 为 长 约 20 厘米 ,内径 约 5 厘米 的 黄 铜 管 或 不 锈 钢 管 ， 
内 装 净化 剂 制 成 。 净 化 剂 可 选用 活化 后 的 分 子 得 (5A) 或 活化 后 的 硅胶 加 分 子 得 ,以 除去 
气体 中 的 水 分 和 极 性 有 机 物 。 净 化 压缩 空气 最 好 用 分 子 筛 加 活性 痰 ， 以 除去 水 和 烃 类 。 
净化 器 要 定期 活化 , BARAT 150°C DEREK 10 一 12 小 时 ; 在 使 用 聚 乙 二 醇 毛细 
管 柱 时 应 使 用 脱氧 管 ( 可 选用 大 连 催化 剂 厂 的 QJG-I 高 效 脱氧 管 )， 以 除去 载 气 中 微量 的 
氧气 。 

(5) 微量 注射 器 。 和 常用 的 有 1 微 升 .10 微 升 . 和 50 微 升 。 

(6) 记录 保留 时 间 的 秒表 。 
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低压 液 相 色 谱 法 (LPLC) 是 一 种 通用 的 ,而且 很 简单 的 方法 。 生 物化 学 近代 研 究 史 
上 每 一 重要 发 展 , 都 离 不 开 用 低压 液 相 色谱 法 。 软 凝 胶 法 目前 仍然 占 很 大 优势 。 对 基因 
工程 的 物质 提纯 , 是 重要 的 。 然 而 , 软 凝 胶 技 术 在 速度 .分 辨 率 上 相对 来 说 比 近期 发 展 的 
高 效 液 相 色 谱 法 (HPLC) 要 低 的 多 。 虽 然 如 此 , 软 凝 胶 技 术 还 是 用 途 广泛 ,是 分 离 生物 大 
分 子 的 最 基本 方法 ,每 个 实验 室 都 有 条 件 配备 这 种 简单 设备 ,从 事 生 物 大 分 子 分 离 。 

生物 大 分 子 结构 复杂 ， 尤其 是 它 的 混合 物 如 用 凝 胶 过 滤 色 谱 法 (gel filtration chro-- 
matography) ,离子 交换 色谱 法 (ion exchange chromatography) FFs AE HVE (affinity chro 
matogriaphy)。 要 分 离 纯 化 一 个 样品 ,第 要 使 用 多 种 分 离 技术 。 


一 、 雍 胶 色谱 法 
(一 ) 原理 s 

凝 胶 层 析 是 一 种 液体 柱 色 谱 ， 利用 这 种 方法 ,可 根据 样品 中 各 种 物质 分 子 量 大 小 的 不 
同 ,将 样品 通过 多 和 孔 胶 床 来 达到 分 离 的 目的 。 方 法 简单 ,操作 方便 ,回收 率 高 ,应 用 于 生物 ， 
化 学 物质 的 分 离 及 蛋白 质 分 子 量 的 测定 。 

物质 分 离 效果 常用 洗 脱 曲线 来 表示 ,所 以 分 离 特征 直接 和 洗 脱 体积 有 关 。 一 般 , 一 企 
物质 的 洗 脱 体积 ,不 会 超过 总 的 床 体积 。 凝 胶 层 析 的 简单 原理 用 图 2-1 表示 。 


甲 : 待 分 离 混合 物 上 柱 ” 乙 : SARWAN ATR AW: 大 分 子 流出 柱 床 ， 
TREK, Asp FMEA Be ANS FETE P 
图 2-1 FER OT 


(=) 滥 胶 的 类 型 ,性 质 及 厂商 

凝 胶 是 经 交 联 而 具有 三 维 网 状 结构 的 多 聚 体 ,充满 水 的 胶 态 物质 。 

层 析 凝 胶 具 有 如 下 性 质 ，1) 惰性 , 凝 胶 与 生物 大 分 子 蛋白 质 、 核 酸 不 发 生 作用 。2) 在 
化 学 上 稳定 , 凝 胶 可 反复 使 用 数 月 、 数 年 ,同一 诗 析 床 也 可 反复 使 用 , 并 且 其 PH 稳定 的 范 
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Hy A REPL EE. 3) 低 的 电荷 。4) 广泛 的 分 部 范围 ,被 分 离 的 物质 是 多 种 多 
样 的 , 需 选 择 一 定 类 型 的 凝 胶 。5) 凝 胶 颗 粒 要 小 ,分 布 要 均匀 。6) 有 一 定 机 械 强度 。 

1. SKRMRBBR Sephadex 葡 聚 糖 凝 胶 是 一 种 珠 状 的 凝 胶 。 它 是 用 环 氧 毛 两 
烷 交 联 葡 聚 糖 制 成 的 。 不 同型 号 的 交 联 葡 聚 糖 用 G 表 示 (如 G-200), 在 G 后 面 的 阿拉 伯 
数字 为 凝 胶 的 得 水 值 再 乘 105 Sephadex 葡 聚 糖 凝 胶 很 容易 在 水 中 和 电解 质 溶液 中 溶 胀 
Sephadex 有 不 同 粒 度 , 粗 级 和 中 级 的 凝 胶 用 于 制备 性 色谱 , 超 细 级 用 高 分 辩 率 柱 色 谱 。 
Sephadex 在 化 学 性 质 上 稳定 , 它 不 溶 于 一 切 溶剂 , 但 在 强酸 中 它 的 糖苷 键 易 水 解 ,在 0.02 
mol/L 盐酸 中 低温 保存 半年 不 发 生变 化 ,在 碱 性 溶液 中 十 分 稳定 , 长 期 接触 氧化 剂 易 使 羟 
基 氧 化 成 羧基 ,影响 它 的 特性 ,应 避免 使 用 , 它 耐 热 可 加 热 灭 菌 , 它 的 机 械 强 度 取决 于 交 联 
度 G-10,G-15 是 刚性 的 ,G-200 凝 胶 可 被 压缩 , 交 联 葡 聚 糖 凝 胶 具 有 不 同 分 离 范围 ,分 子 
量 可 从 0 一 700 一 直到 5 000 一 800 000， 得 水 值 ( 为 1 克 干 重 凝 胶 颗 粒 充分 溶 涨 时 所 需 
水 的 毫升 数 ) 大 的 凝 胶 (Sephadex G75 到 Sephadex G200) 可 分 离 大 于 10 000 分 子 量 的 蛋 
白质 , 而 得 水 值 低 的 凝 胶 (Sephadex G-10 到 Sephadex G-50) 只 用 于 肽 或 脱盐 ，Sepiadex 
葡 聚 糖 凝 胶 的 性 质 见 表 2-1。 


表 2-1 Sephadex 葡 聚 糖 凝 胶 某 些 技 术 数 据 
Sephadex #] ® FRA 


分 级 分 离 范围 ( 分子量 ) 柱 床 体积 
HE BEBE BK Se ee ee a A ee 
型 和 级 别 * ( 1K ) 肽 和 球状 蛋白 ai 聚 糖 Wi FE BE HE ) 
G—10 40—120 —700 一 700 2 一 3 
G 一 15 40 一 120 一 1 500 —1 500 2.5—3.5 
G—25 粗 100 一 300 1 000 一 5 000 100 一 5 000 4 一 6 
中 50 一 150 
细 20 一 80 
G 一 50 粗 100 一 300 1 500 一 30 000 500—10 000 ” 9—11 
中 50 一 150 
细 20 一 80 
超 细 10—40 
G 一 75 40 一 120 3 000 一 80 000 1 000 一 50 000 12—15 
超 细 10 一 40 3 000 一 70 000 
G 一 100 40 一 120 4 000 一 150 000 1 000 一 100 000 15—20 
超 细 10 一 40 4 000 一 100 000 
G 一 150 40 一 120 5 000 一 300 000 1 000 一 150 000 20 一 30 
超 细 10 一 40 5 000 一 150 000 18 一 22 
G 一 200 40 一 120 5 000 一 600 000 1 000 一 200 000 30 一 40 
超 细 10 一 40 5 000 一 250 000 20 一 25 


关 上 述 各 种 型 号 的 凝 胶 生 产 厂 有 Bio-Rad Laboratories, Richmond, California, USA; 
Pharmacia 瑞典 。 


2. 琼脂 糖 凝 胶 Sepharose 琼脂 糖 是 由 琼脂 糖 制 成 珠 状 凝 胶 。 天 然 的 琼脂 经 纯 化 
除去 带电 和 荷 的 多 糖 制备 成 球 脂 糖 凝 胶 。 琼 脂 糖 中 凝 胶 的 结构 是 氧 键 , 而 不 是 共 价 键 , 气 键 
断裂 剂 〈 尿 素 ) 能 破坏 琼脂 的 结构 。 琼 脂 糖 稳 定性 很 差 ,商品 以 含水 状态 供应 。 它 在 水 和 
盐 溶液 中 在 PH 4 一 9 范围 内 稳定 。 不 能 用 硼酸 缓冲 液 。 对 热 不 稳定 (40°C 以 上 熔化 ) ,在 
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冰冻 时 损坏 其 珠 状 结构 ,不 能 用 加 热 灭 菌 ,可 用 化 学 法 灭 菌 。 

瑞典 Pharmacia Fine Chemicals 公司 生产 一 种 交 联 琼脂 糖 凝 胶 ， 其 型 号 有 Sepharose 
CL-2B, Sepharose CL-4B 和 Sepharose CL-6B。 它 的 特点 稳定 ， 可 用 浓 尿 素 或 盐酸 肌 溶 
液 以 及 有 机 浴 剂 进行 分 析 , 在 PH 3 一 12 泥 转 内 稳定 ,并 可 以 在 110 一 1203c BERR. FH 
Sb Fig HL LKB 公司 生产 一 种 Ultrogel 凝 胶 ， 它 是 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 作 成 三 维 空间 格子, 格 
子 中 间 填 充 琼脂 糖 凝 胶 。 因 聚 丙烯 酰胺 为 骨架 ,所 以 机 械 性 能 比 纯 琼 脂 糖 凝 胶 高 ,粒度 也 
小 ,分 辨 率 也 较 高 。 有 四 种 型 号 ,其 规格 见 表 2-2。 

2-2 Ultrogel 凝 胶 的 某 些 技术 数据 


聚 丙 烯 酰胺 含量 琼脂 糖 含 量 i we H 8 

mo 从 i BLS BEA 

(%.) (%) (微米 ) 5 hee 
AcA22 2 2 105 一 1.2X105 
AcA34 3 4 2X10*—3.5 X10? 

Ry eee te, RA peed cate EEL SO ales. See) Eola 均 为 60 一 140 

AcA44 4 4 10*—1.3 X10? 
AcA54 5 4 ‘5 X10°—7 X 104 


pharmacia Fine Chemicals 公司 还 生产 Sephacryis-200, EFt— FPA DARE, WF 
分 离 蛋白 质 ` 多 糖 及 其 它 生 物 大 分 子 , 可 用 水 \ 有 机 溶剂 ,表面 活性 物质 .尿素 ` 盐 酸 肌 深 液 
进行 分 析 。 可 在 120”c 高 压 灭 菌 。 因 琼脂 糖 具 有 极 大 孔径 ,可 分 离 一 些 分子 量 极 高 的 物 
质 ( 如 病毒 )。 除 了 瑞典 生产 外 , 还 有 美国 生产 Bio-Gel > (1.5M,5M,15M, 50M, 150M) 
Super Ago-Gel, 英国 生产 Sagava C10 (8.6.4.2), PPHEAAF= Gelarose。 

3. ARBRE (Bio-Gel P) ——- 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 是 一 种 合成 凝 胶 。 商 品 为 颗粒 
状 王 粉 供应 。 丙 烯 酰胺 为 骨架 , 交 联 剂 次 甲 基 双 丙 烯 酰胺 。 根据 溶 涨 性 质 和 工作 范围 的 
不 同 , 市 售 共 10 种 (P-2.P-4、P-6、P-10、P-30、P-60、P-100、P-150、P-200、P=300)。 甚 
性 质 见 表 2-3。 这 种 凝 胶 不 溶 于 水 和 有 机 浴 剂 ,也 不 和 浓 盐 、 尿 素 、 盐 酸 有 浴 液 反应 。 它 

表 2-3 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 某 些 技 术 数 据 


型 pe 排 阻 的 下 限 分 级 分 离 的 范围 彩 胀 后 的 床 体积 

《分 子 量 ) 〈 分 子 量 ) (Ft / 5a F we BE) 
Bio-gelP-2 1 600 200—2 000 3.8 
Bio-gel P-4 3 600 500—4 000 5.8 
Bio-gelP-6 4 600 1 000—5 000 8.8 
Bio-gelP-10 10 000 5 000—17 000 12.4 
Bio-gelP-30 30 000 20 000—50 000 14.9 
Bio-gelP-60 60 000 30 000—70 000 19.0 
Bio-gelP-100 100 000 40 000—100 000 19.0 
Bio-gel P-150 150 000 50 000—150 000 24.0 
Bio-gel P-200 200 000 80 000—300 000 34.0 
Bio-gelP-300 300 000 100 000—400 000 40.0 


e 4: j*J-, Bio-Rad Laboratories, Richmond, California US A. 
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为 ?酸性 、 碱 性 很 强 物质 ,芳香 类 化 合 物 均 能 被 吸附 。 


(=) BREWS 


ee WBC AMT ZFS HE AE Yn 1 BE TS a AT A 2 BS Hh 
T。 生 化 领域 中 用 于 分 离 “1) 缓冲 液 交 换 ， 样品 可 以 转换 到 合适 的 起 始 缓冲 液 中 


_ 以便 进行 下 一 步 的 离子 交换 色谱 \ 亲 和 色谱 \ 琉 水 互相 作 用 色谱 。 2) HER AS 


多 肽 等 可 以 在 冷冻 干燥 或 浓缩 之 前 进行 脱盐 。3) 核酸 制剂 中 酚 的 去 除 。4) 去 除 低 分 子 量 
brid Wan 1, 5) 大 分 子 和 低 分 子 量 反 应 物 之 间 反 应 的 终止 。6) 从 酶 中 去 除 反应 产物 、 
辅助 因子 、 抑 制剂 等 。 

2. 分 子 量 测定  ” 它 能 在 各 种 不 同 PH、 离子 强度 ,温度 等 范围 内 测定 天 然 和 变性 球 
状 蛋 自 的 分 子 量 和 分 子 大 小 。 需要 一 根 充 装 了 合适 凝 胶 的 柱 体 , 还 要 一 系列 的 蛋白 标准 
品 来 校正 柱 体 。 族 胶 以 交 联 葡 聚 糖 凝 胶 G-100,G-200 AX. 

3. 测定 高 聚 物 的 分 子 量 分 布 “主要 用 在 合成 多 聚 体 工 业 。 用 交 联 葡 聚 糖 凝 胶 能 
根据 分 子 量 来 分 离 分 子 。 

4。 蛋 白质 络 合 物 的 鉴定 蛋白质 相互 之 间 的 结合 和 和 蛋白质 与 低 分子 溶 质 之 间 的 


”结合 。 凝 胶 层 析 可 从 反应 混合 物 中 把 过 量 的 反应 剂 除 去 。 对 蛋白 质 多 聚 体 及 了 酶 与 辅酶 络 


合 物 的 研究 是 十 分 有 效 的 方法 。 
5。 其 他 分离 细胞 和 颗粒 物质 ;大 分 子 核酸 的 应 用 ;制备 一 定量 的 纯 物 质 如 >- BR 
蛋白 、 抗 原 抗 体 的 络 合 物 ; 酶 的 分 离 提纯 。 


(四 ) 凝 胶 过 滤 的 实验 操作 1 


1. 设备 凝 胶 层 析 记 使 用 的 设备 简单 ,一般 实验 室 都 具备 凝 胶 层 析 的 条 件 。 

CL) OTHE: 一 般 用 玻璃 管 或 有 机 玻璃 管 , 柱 的 底部 用 砂 芯 滤 板 或 玻璃 纤维 或 尼龙 
网 衬托 ( 见 图 .2-2)， 以 防止 凝 胶 的 流失 和 污染 洗 脱 液 。 层 析 柱 滤 板 下 的 死 体 积 尽 量 小， 
减少 洗 脱 峰 的 扩散 , 滤 板 要 选择 合适 , 滤 板 不 能 被 堵塞 ,也 不 能 使 凝 胶 流失 ,出 液 口 要 细 口 
径 管 ,一 般 内 径 1 毫米 。 

(2) 控制 流速 装置 : 恒 压 洗 脱 瓶 , 随 着 层 析 时 间 的 增加 ,保持 流速 恒定 。 在 玻璃 容器 
顶端 插入 一 根 和 大 气相 通 的 玻璃 管 ( 见 图 2-3) 。 瓶 内 贮存 洗 脱 液 , 使 瓶 内 液 面 至 空气 管 
末端 之 间 流 动 时 ,保持 恒定 压力 。 另 外 用 恒 流 泵 来 控制 流速 , 常用 蠕动 泵 , 通过 管道 输送 
液体 。 


图 2-2 “色谱 柱 图 2-3 fA RE Be 


(3) 收集 洗 脱 液 装 置 : UEMURA ae EE. VENTA A SESE HP Ri 
动 池 , 可 鉴定 出 组 分 的 光 吸 收 , 记 录 仪 上 划 出 不 同 的 峰 形 。 

2. 选择 实验 条 件 

(1) BRAM: 对 于 组 别 分 离 , 只 要 样品 进行 粗 分 离 如 脱盐 和 组 冲剂 交换 。 因 分 子 
量 差异 很 大 ,常用 交 联 葡 聚 糖 G-25.G-50, 生物 凝 胶 P-6 和 了 P-10。 对 于 分 级 分 离 是 指 分 
离 一 些 分 子 量 比较 近似 的 物质 ,要 仔细 选择 凝 胶 , 要 考虑 被 分 离 物质 的 分 子 量 与 各 种 凝 胶 
的 选择 性 曲线 ,在 分 子 量 测定 时 选择 的 凝 胶 应 与 预期 的 样品 分 子 量 落 在 选择 性 曲线 的 线 
性 部 分 ,并 处 于 校正 标 样 合适 范围 的 中 部 。 

(2) 族 胶 粒度 的 选择 : 在 组 别 分 离 时 , 选择 较 粗 粒 度 (100 一 300 微米 ); 在 分 级 分 离 
时 ,要求 颗粒 均匀 分 布 ,用 细 粒 度 合适 ,分 辩 率 高 。 

(3) 层 析 柱 的 选择 : 对 组 别 分 离 用 短 柱 20 一 50 厘米 高 度 , 而 分 级 分 离 时 用 100 EK 
左右 , 柱 内 径 约 为 2.5 厘米 合适 。 瑞 典 Pharmacia 生物 技术 公司 生产 一 系列 凝 胶 过 滤 的 
标准 柱 体 ,上 海 锦 华 实验 器 械 厂 生产 系列 层 析 柱 及 柱 转换 接头 。 

(4) 样品 体积 为 柱 床 体积 1 一 5% ,使 起 始 区 带 非常 罕 ， FIR SEES TEA Es S070 Be as 
柱 床 体积 。 

3. 实验 操作 

(1) BEBE: 供应 凝 胶 是 干粉 , 使 用 前 必须 在 溶剂 中 充分 溶 胀 , 溶 胀 时 ,不 应 剧烈 
搅拌 ,否则 珠 破 碎 。 为 了 加 速溶 胀 , 可 用 加 热 法 在 沸水 浴 中 加 热 1 一 2 小 时 , 即 可 灭 菌 又 可 
去 除 缓冲 液 中 气泡 , 也 可 自然 溶 胀 24 小 时 以 上 。 琼脂 糖 凝 胶 供 应 时 已 溶 胀 好 的 , 洲 胀 了 
的 凝 胶 放 低温 以 防 长 霉 。 

(2) 装 柱 : 这 是 凝 胶 过 滤 中 极为 关键 的 一 个 步骤 , 充 装 不 良 会 引起 流速 不 勾 , 区 带 扩 
散 分 辩 率 下 降 。 交 联 葡 聚 糖 \, 生 物 胶 -P 商品 都 是 干粉 , ERMA. KERR 
节 成 合适 的 浓度 ,一般 含有 75% 沉积 的 凝 胶 , 用 抽 真 空 除 气 , 将 柱 安装 在 架 上 ,保持 垂直 ， 
保证 没有 空气 泡 存 留 在 滤 板 下 的 死 空 间 内 ,将 洗 脱 液 装 入 柱 内 ,由 下 口 流出 ,使 空气 排除 。 
然后 关闭 出 口 , 柱 床 内 保持 1/3 洗 脱 液 , 在 柱 顶 上 放 一 个 漏斗 ,将 凝 胶 悬 液 一 次 加 入 漏斗 
内 ,自然 均匀 沉降 于 柱 床 内 , 洗 脱 液 充满 上 面 空 间 , 接 上 洗 脱 液 瓶 ,平衡 柱 用 2 到 3 倍 于 床 
体积 洗 脱 液 ,控制 适当 的 流速 。 

(3) 填充 后 柱 床 检验 :检查 柱 床 最 简单 的 方法 ,是 用 灯 照 柱 床 ,肉眼 观察 床 是 否 均 匀 。 
更 精确 检查 柱 床 是 用 一 些 标准 有 色 物 质 来 观察 区 带 移动 的 均匀 程度 和 拖 尾 现象 , 一 般 采 
用 蓝 葡 聚 糖 2 000，(blue dextran) ,浓度 为 2 毫克 / 训 升 。 

(4) 加 样 : 样品 浓度 与 凝 胶 和 液体 之 间 的 分 配 系数 无 关 , 所 以 可 用 高 浓度 的 样品 ,但 
太 浓 由 于 溶质 相对 粘度 影响 , 影响 峰 形 。 一 般 溶 质 对 洗 脱 液 的 粘度 不 能 大 于 1.5 一 2.0。 
样品 体积 为 柱 床 体积 1 一 5%。 上 样 也 是 凝 胶 层 析 的 关键 性 操作 。 对 于 组 别 分 离 具 要 保 
持 床 表面 的 稳定 ,用 人 工 加 样 , 让 洗 脱 液 流 至 床 表面 以 下 1 一 2 毫米 时 ,用 滴 管 加 到 床 表 面 
以 上 2 一 3 厘米 时 , 接 上 恒 压 样品 瓶 ,打开 出 口 , 使 样品 加 完 , 接 上 恒 压 洗 脱 液 瓶 ,调节 流速 。 
对 于 分 级 分 离 可 用 人 工法 直接 加 入 床 表面 ,但 要 小 心 , 不 要 搅 混 床 表面 , 若 柱 床 表面 不 均 
名, 将 使 分 离 后 的 区 带 不 均匀 ， 分辨 率 下 降 , 也 可 用 加 样 杯 ， 可 避免 扰乱 柱 床 表 Ul» Fig BL 
Pharmacia 柱 体 带 有 这 种 加 样 杯 。 还 有 一 种 加 样 方法 , 在 洗 脱 剂 液 面 下 加 样 ， 样品 的 密度 
必须 比 洗 脱 剂 大 ,否则 ,在 样品 中 加 入 1 % 葡 萄 糖 、 莽 糖 或 氧化 钠 惰 性 材料 ,使 密度 增 大 。 
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面 , 慢 慢 地 加 入 样品 , 开动 液 流 。 另 外 可 用 柱 塞 接管 加 样 法 , Pharmacia 柱 体 配 有 LV-3， 
LV-4 浆 接 装 注射 器 。 加 完 祥 后 用 收集 器 收集 ,同时 ,用 光度 计 鉴 定 。 

(5) 凝 胶 储 存 及 防止 微生物 生长 : 交 联 葡 条 糖 ,琼脂 糖 都 是 多 糖 类 物质 , 宜 于 生长 微 
生物 。 流 动 的 柱 床 是 不 易 长 菌 的 ,在 凝 胶 悬 液 和 缓冲 液 中 应 加 防腐 剂 , 它 不 应 与 样品 起 作 
用 ,也 不 能 与 凝 胶 起 作用 。 最 常用 防腐 剂 是 琶 氮 钠 (NaN:) 0.02% 。 另 外 ,还 有 0.02%% 三 


毛 权 丁 醇 、0.01% TMA. VED A. 


(6) 凝 胶 的 洗 净 : 在 操作 中 常 有 一 定 的 杂质 污染 凝 胶 或 在 柱 床 表 面 , 蓝 葡 聚 糖 易 吸 
附 在 凝 腕 上 ,用 血清 白 蛋 白 洗 脱 。 如 果 凝 胶 柱 床 表面 有 不 溶 物 沉 淀 , 就 用 人 工控 掉 玫 面 凝 
胶 。 若 整个 柱 有 污染 ,用 0.2mol/L 所 氧化 钠 和 非 离子 性 洗涤 剂 来 清洗 ,严重 污染 需 再 生 
处 理 , 交 联 葡 聚 糖 凝 胶 用 温 热 0.5mol/ 工 BUA FEF A 0.5mol/L 氧化 钠 混合 液 处 BE, FEA 
烯 酰胺 凝 胶 和 琼脂 糖 凝 胶 由 于 遇 酸 、 碱 不 稳定 ,用 盐 溶液 处 理 。 


二 、 离 子 交 换 柱 层 析 


要 从 复杂 混合 物 中 分 离 出 十 分 相似 的 生物 分 子 需 要 用 高 分 辩 率 技术 , 离子 交换 层 析 
可 满足 这 种 需要 。 


(—) RE 

离子 交换 是 指 在 固 相 和 液 相 之 间 发 生 的 可 逆 的 离子 交换 反应 , 它 可 用 来 分 离 各 种 可 
解 离 的 物质 。 离 子 交 换 剂 是 一 种 高 分 子 的 不 溶性 骨架 , 它 带 有 若干 活性 基 团 , 骨 架 的 高 分 
子 有 树脂 .纤维 素 、 葡 聚 糖 、 琼 脂 糖 或 无 机 桶 合 物 。 活 性 基 团 有 酸性 的 或 碱 性 的 。 凡 含有 
人 
Rese (R—NH) 2 

在 一 定 条 件 下 ,离子 交换 树脂 吸附 物质 与 在 溶液 中 的 物质 达到 平衡 之 比 叫 分 配 系数 。 


和 
Mi 
M, Fil Mi 分 别 表 示 单 位 重量 离子 交换 树脂 和 单位 体积 溶液 中 溶质 的 摩尔 数 。 待 分 离 
的 各 种 物质 的 分 配 系数 ,应 有 足够 的 差别 。 离 子 交 换 过 程 通过 可 逆 吸 附 来 完成 。 首 先 样品 
被 吸附 , 因 样 品 各 组 分 带 有 不 同 电 荷 与 交换 剂 有 不 同 的 亲 和 能 力 , 用 不 同 洗 脱 液 就 可 将 其 
各 组 分 分 开 ( 兄 图 2-4)。 图 2-4 中 第 一 步 表示 用 反 离 子平 衡 , 第 二 步 表 示 反 离子 被 样品 
交换 ,样品 吸附 ,第 三 步 一 种 物质 被 解吸 ,第 四 步 用 梯度 洗 脱 剩余 物质 ,第 五 步 再 生平 衡 。 


(=) 离子 交换 树脂 的 选择 及 操作 


. 离子 交换 树脂 种 类 、 性 能 及 厂商 
RAE 乙烯 为 骨架 磺 酸 型 阳离子 交换 树脂 : 美国 Sigma Chemical Company, Am- 
berlite [R-120, Dowex 50。 英 国 Zerolit 225, Zeokarb 225, 日 本 神 胶 1 号 。 苏 联 KY-2。 
上 海 树 脂 厂 732、734。 上 海 有 本 所 的 多 孔 强 酸 1 号 。 南 开 大 学 的 南开 强酸 1 号 。 华 东 化 
工学 院 的 华东 强 阳 42 号 。 
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图 2-4 “离子 交换 色谱 法 简单 原理 

(2) 葡 聚 糖 为 骨架 的 弱 碱 性 阴离子 交换 剂 ,美国 Sigmas 瑞典 Phamacia: Sephadex A- 
25,A-50。 强 碱 性 阴离子 交换 剂 A-25, A-50。 弱 酸性 阳离子 交换 剂 CM-Sephadex C-25, 
cC-50。 强 酸性 阳离子 交换 剂 SP=Sephadex C-25,C-50。 

Sephadex 离子 交换 剂 在 所 有 溶剂 中 不 溶 ,在 水 , 盐 溶液 有 机 溶剂 、 碱 、 弱 酸 溶液 中 稳 
定 。 要 避免 pH 2 以 下 使 用 , 热 稳 定 , 可 在 120°C 30 分 钟 高 压 灭 菌 。 

(3) 琼脂 糖 为 骨架 :瑞典 Phamacia 产 DEAE-Sephrose CL-6B, CM-Sepharose CL- 
6B。 

这 种 树脂 不 溶 在 所 有 的 溶剂 中 , pH 3 一 10 范围 内 在 水 ` 盐 溶液 有 机 溶剂 中 稳定 ,可 
在 110—120°C 高 压 灭 菌 。 


(4) 纤维 素 为 骨架 : 美国 Sigma f= DEAE-Sephacel, PEI-C, QAE-C, DEAE-C, P-C, 


瑞典 DEAE-Sephacel。 英 国 AE-C。 联 邦 德国 DEAE-C。 上 海 有 机 所 DEAE-C, 
此 树脂 在 pH2 一 12 水 溶液 中 稳定 ,可 在 pH7 120°C 高 压 灭 菌 30 分 钟 。 
2。 离子 交换 剂 的 选择 及 操作 


(1) 使 用 时 选择 哪 一 种 离子 交换 剂 , 考 虑 样品 组 成 的 稳定 性 ,预先 知道 分 离 物质 的 等 、 


电 点 Pi。 若 Pi 一 5 则 用 阴离子 交换 剂 ,用 pH6 洗 脱 液 洗 脱 , 用 阳离子 交换 剂 ， 就 用 pH4 
VERVE COL 2-5)。 若 未 知 蛋白 质 等 电 点 用 试管 方法 选择 离子 交换 条 件 , 试 管内 加 
些 Sepharose 或 Sephacel 离子 交换 剂 ,用 不 同 pH 绥 冲 液 洗 脱 ,对 于 阴离子 交换 剂 用 pH5 一 
9, 阳离子 交换 剂 用 pH4—8, 蛋白 质 在 某 一 pH 刚 被 吸附 就 选择 这 一 点 ,如 PH6.5 


+ (UL 图 2-6)。 祥 品 分 子 量 小 于 10 000, 用 
| Sephadex C-25, A-25 进行 分 离 ， 分 子 量 在 
稳定 范围 10 000 一 100 000 范围 用 Sephadex A-50, 

= | - 四 xs C-50 进行 分 离 , 分 子 量 大 于 100 000 用 
上 交换 剂 Sephadex A-25, C-25 进行 分 离 , 选 择 缓冲 


Ba Rea 2 ， 液 离子 强度 方法 与 选择 p 互 的 一 样 ,用 试管 
方法 ,对 于 Sephadex, 每 管 间 隔 从 0.05 一 
0.5mol/ 工 NaCl ,对 于 Sephacel\Sepharose， 
从 0.01 一 0.3mol/L NaCl, 选 择 紧密 吸 附 
图 2-5 ”蛋白 质 净 电荷 与 PH 关系 的 那 一 种 。 
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(2) 离子 交换 剂 处 理 : Sephadex 用 前 需 溶 胀 , 在 室温 需 1 一 2 天 浸泡 或 在 PH = 7 HM 
水 浴 中 2 小 时 ,不 要 用 太 浓 酸 碱 处理 , 一 般 用 0.1mol/L HCi,0.1mo!/L. NaOH 纤 维 素 用 0.5 
mol/L HCl,0.5mol/ 工 NaOH 处 理 。 交 换 剂 需 平衡 ,一 直 平 衡 到 与 洗 脱 液 的 pH, 电导 一 样 。 
(3) 上 样 量 : 其 量 与 体积 无 关 , 要 不 大 于 10 一 20% 的 交换 量 。 
(4) 改变 缓冲 液 pH, 离子 强度 进行 洗 脱 。 


(=) 应 用 
离子 交换 层 析 是 生物 化 学 很 重要 的 分 离 纯 化 技术 , 可 分 离 蛋 白质 、 酶 、 激 素 、 核 酸 等 


“等 ,还 可 以 浓缩 样品 。 


三 、 亲 -和 层 KF 


亲 和 层 析 : 根据 生物 大 分 子 的 生物 功能 及 专 一 的 化 学 结构 进行 生物 大 分 子 的 分 离 纯 
化 ,此 技术 发 展 很 快 。 几 乎 用 于 生物 活性 物质 提纯 分 离 的 每 个 实验 室 。 亲 和 层 析 是 吸 附 
层 术 的 一 种 类 型 , 固 相 载体 上 偶 联 上 配 基 , 如 果 大 分 子 与 配 基 之 间 有 专 一 的 吸附 及 解吸 附 
作用 ,于 是 可 达到 分 离 目 的 。 生 物 大 分 子 具 有 和 某 些 相对 应 的 专 一 分 子 可 逆 结 合 的 特性 。 
如 酶 的 活性 中 心 或 别 构 中 心 能 和 专 一 的 底 物 \ 抑 制剂 ,辅助 因子 和 效应 剂 通过 某 些 次 级 键 
相 结 合 , 抗体 与 抗原 ,激素 及 其 受 体 ,核糖 核酸 及 其 互补 的 脱氧 核糖 核酸 等 ,在 一 定 条 件 下 
又 可 以 解 离 。 

- 亲 和 层 析 的 基本 过 程 : DBR: 将 欲 分 离 大 分 子 S 的 配 基 工 在 不 影响 其 生物 功能 
情况 下 与 水 不 溶性 固 相 载体 结合 ( 称 为 固定 化 ), 制 成 亲 和 吸 附 剂 或 免疫 吸 附 剂 。2) 装 
柱 : 在 层 术 柱 内 装 入 固定 化 的 配 基 一 一 亲 和 吸 附 剂 。3) 亲 和 吸 附 : 上 样 。 只 有 与 配 基 结 
合 的 物质 S 被 吸附 ,杂质 流出 。 旨 洗 脱 : 改变 洗 脱 条 件 , 使 被 吸附 物质 S 解 离 出 ,得 纯化 
的 活性 物质 。5) 再 生 : 将 层 析 柱 充 分 洗 脱 再 生 。 亲 和 层 析 可 以 用 来 纯化 各 种 酶 、 抗 体 、 
抗原 维生素 结合 蛋白 ,传递 蛋 白 ` 激 素 和 药物 的 受 体 , BR. 常用 的 固 相 载体 是 琼 脂 糖 
凝 胶 (Sepharose 4B) 其 吸附 容量 比较 大 , 所 用 配 基 必须 对 欲 纯化 的 大 分 子 有 很 高 的 亲 和 
力 ， 如 鸡蛋 清 的 卵 类 烙 蛋 白 是 胰 蛋 白 酶 的 天 然 抑制 剂 , 将 它 偶 联 到 Sepharose4B 上 ,在 pH 
7 一 8 时 此 亲 和 吸 附 剂 与 胰 蛋 白 酶 有 专 一 结合 ,而 在 pH2—3 时 又 重新 解 离 , 从 而 使 RE 
白 酶 纯化 。 瑞 典 Pharmacia Fine Chemicals 于 1972 年 研制 用 省 化 氟 活 化 Sep-harose 4B 载 
体 、 活 化 载体 可 很 容易 地 偶 联 上 含 一 级 胺 基 蛋 白质 。 该 公司 还 有 其 他 活化 载体 生产 、AH- 
Sepharose，CH-Sepharose 4B 活化 载体 偶 联 带 羧 基 、 糖 分 子 , Epoxy-activatedSepharose 6B 
偶 联 含 腕 、 硫 醇 、 羧 基 的 分 子 。 


NE 


四 、 低 压 柱 层 析 装置 


低压 柱 层 析 成 套装 置 是 由 层 析 柱 、 检 测 仪 ,收集 器 、 RAR BAC ee ae 根据 
不 同 的 用 途 组 合 配套 。 

国产 紫外 检测 仪 主要 有 : 8701 或 HD-86-5 Al 型 核酸 蛋白 检测 仪 (浙江 省 永嘉 永 临 
机 电 仪 器 厂 ); HD-81-5 核酸 蛋白 检测 仪 , XZ-85-1 型 核酸 蛋白 检测 仪 ( 温 州 市 鹿城 生化 
仪器 制造 厂 ) HD-76-6 型 核酸 蛋白 质 检测 仪 ( 上 海 )，ZVw-1 型 紫外 检测 仪 (北京 )。 国 产 
检测 仪 由 电源 ,检测 仪 . 记 录 仪 三 部 分 构成 。 它 能 检测 260 纳米 波长 280 纳米 波长 。 

恒 流 和 泵 主要 厂商 有 : 

HL-1 恒 流 泵 (上海 市 沪 西 仪器 厂 ) 
80 型 通用 蠕动 泵 (江苏 电 分 析 仪 器 厂 ) 

部 分 收集 妖 厂 商 主要 有 : BS- 型 自动 部 分 收集 器 160 型 和 100 型 ( 圆 ast), SJ-1 A 
BW A (TT A) (LEVEY PEL HL) 

色谱 柱 主要 厂商 有 : 各 种 规格 色谱 柱 ( 上 海 锦 华 实验 器 械 厂 ) : 2 型 系列 层 析 桩 (内 径 
102 1K, 1625, 2652 2K, KEE 20—100)/H 2K). RHE MBS, 

梯度 仪 厂商 : XT-1 型 梯度 仪 (上 海 科 华 生化 试剂 实验 所 )。 

国外 瑞典 Pharmacia-LKB 公 司 供应 全 套 组 合式 的 低压 柱 层 析 装置 。 可 根据 不 同 用 途 
组 合 配套 。 该 公司 提供 凝 胶 过 滤 (Sephadex® 和 葡 聚 糖 凝 胶 ), 亲 和 色 谱 ( 省 化 氨 活 化 的 Seph 
arose® 琼脂 糖 AB) ,色谱 聚焦 (多 元 缓冲 剂 ), 整套 FPLC (RHHA. SM. SRA RBA 
谱系 统 )， 高 效 色 谱系 统 。FPLC 系统 部 件 包括 GP-250 HE EER a, LCC 液 相 色 谱 控制 
器 ,P-500 高 精度 泵 ,pH 检测 器 ,UV-1 单 通道 紫外 检测 器 ,FRAC-100 部 分 收集 器 ，REC- 
481 单 笔记 录 仪 ,REC-482 双 笔 记录 仪 ,P-1 型 蠕动 泵 ,10ml\50ml 超 容量 环 ,Mono Beads 耐 
压 和 对 pH 稳定 的 色谱 吸附 剂 , Polyanion SI 预 装 柱 内 装 弱 阴离子 交换 剂 ,HR10/110 柱 ， 
RPC 反 相 色谱 填料 。 

LKB 公司 提供 积木 式 低 压 色 谱系 统 : 2152 液 相 色谱 控制 器 ,电动 泵 :Microperpexs， — 
组 分 收集 器 : SuperRacy,UltroRac,， HeliRac, RediRac, 检测 器 : 紫外 UV S,UV SD,UVSIl, 
pH 离子 检测 器 。 

美国 Amicon. Grace 公司 ( 亚 米 康 及 基 利 士 ) 提供 实验 室 及 工业 生产 线 上 使 用 大 小 型 
物质 分 离 、 提 浓 和 纯化 设备 与 色谱 柱 以 及 完整 色谱 系统 , 亲 和 式 ,过滤 ,脱盐 及 离子 交换 凝 
胶 、 正 相 和 反 相 硅胶 。 
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第 三 章 ”高 效 液 相 色 谱 仪 


一 、 原 理 


液 相 色谱 是 用 液体 作 流 动 相 的 色谱 技术 。 其 分 离 原理 同 气 相 色谱 法 , 即 利 用 不 同 物 
质 在 固定 相 与 流动 相 之 间 具 有 不 同 的 分 配 系数 (或 溶解 度 ), 当 流 动 相 带 着 被 分 离 物质 在 
装填 在 色谱 柱 内 的 固定 相 之 间 穿 行 时 ,这 些 物 质 在 两 相 之 间 重 复 地 进行 分 配 , 利 用 分 配 系 
数 的 差异 ,逐步 地 将 不 同 组 分 物质 分 离开 来 ,以 致 达到 完全 的 分 离 。 

色谱 柱 内 的 填料 是 固定 不 动 的 , 叫 作 固定 相 , 作 为 洗 脱 液 的 浴 液 或 有 机 溶剂 是 流动 
的 , 叫 作 流动 相 。 经 典 的 液 相 色 谱 也 叫 柱 色谱 或 柱 层 酉 , 即 在 一 定 口径 的 玻璃 管内 填 装 硅 
WEEK Sephacex ( 葡 聚 糖 凝 胶 )， 溶 剂 靠 重 力 自 上 而 下 流动 , 所 以 流速 较 慢 ,分 离 效率 不 高 ， 
”和 途 成 二 次 分 离 , 往 往 需要 几 小 时 、 甚 至 几 十 小 时 。 到 末世 纪 60 年 代 未 ,由 于 10 微 米 左 右 
微粒 填充 剂 , 以 及 高 压 输液 泵 的 出 现 , 大 大 提高 了 分 离 效 率 , 加 快 了 分 析 时 间 ,使 液 相 柱 色 
谱 法 发 展 为 一 项 高 效 , 快速, 灵 敏 的 分 离 分 析 方 法 , 称 为 高 效 液 相 色 谱 法 (简称 GPLC) 。 

由 于 高 效 液 相 色谱 柱 填料 的 品种 齐全 , 流动 相 的 变化 多 样 , 已 经 广泛 地 用 于 生化 、 医 
ZIG OPE. Eh AT 石油 和 化 工 等 领域。 breil SA es  eectag 29 且 要 保 
持 其 生物 活性 。 高 效 液 相 色谱 法 正好 能 
够 满足 生化 样品 的 分 离 和 纯化 ， 以 及 制 
备 的 要 求 。 

-图 3-1 为 色谱 流出 曲线 , 即 色谱 图 。 
假设 在 色 语 普 柱 的 顶 MS TEA 1,2 BG > FE 
品 , 它 们 随 流动 相 进入 柱 内 后 ,与 固定 相 
之 间 有 吸附 分 配 作 用 ， 其 相应 的 流出 时 
APH 4 Al 4, 叫 作 保留 时 间 。 如 果 
某 物 质 在 色谱 柱 内 与 固定 相 无 任何 吸附 
分 配 的 物理 作用 ， 则 该 物质 直接 穿 过 回 
定 相 微 粒 之 间 的 空隙 ， 它 的 流速 就 是 流 


动 相 的 流速 ,得 到 的 即 为 无 保留 物 质 的 FE 
色谱 峰 ， 相 应 的 流出 时 间 即 为 无 保留 时 间 b， 可 以 得 到 : 
1 有 
k= Ae 
oS ee 


PEEVE AC SLAG AEE APU PE RE 4 WE SPE hh ALD HE aH A A 2h EE 
是 衡量 色谱 柱 对 被 分 离 组 分 保留 能 力 的 重要 参数 。 


ee 

ki 
选择 性 c 反映 了 固定 相对 样品 1.2 杀 合 度 的 不 同 , 由 色谱 峰 的 相对 位 置 决定 , @ 值 大 , 说 
明 固 定 相 的 选择 性 好 。 


N = 16(-4-) = 5.54( 


上 Wy 


By; 是 样品 1 WYSE IRIE, Wyo 是 样品 1 的 半 峰 宽度 、N 为 理论 塔 板 数 ,也 岂 色 谱 柱 效 , 即 
以 色谱 峰 的 区 带宽 度 来 衡量 色谱 柱 效能 ,N 越 大 , 柱 效 越 高 。 
L 


== 
N 


LEAR H FE BEY HS i Tea Eo HL iB |S TEE CABG tea » 说 明 样 品 组 分 在 两 相间 达到 分 配 吸附 
平衡 的 次 数 越 多 , 获得 的 色谱 峰 半 宽度 Wyo RAE ARE rin BI 2 BE EIB 


pa 


dp 


dy [iil EA UL SOL HS, A RE ee A tes» FS OR tT ae AN Dr | YS PR 
PEAY BEBE 9 FE FG UC EE , WHE EA TA A 8 EEE Te BE, — TE AY PTE, 2 FE 2— - 
3.5 之 间 。 
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4 表示 峰 对 称 性 , 即 在 色谱 峰 高 度 的 10% 处 计算 COLES 3-1) 。 对 称 的 色谱 峰 4n = 1.0, 
一 根 好 的 色谱 柱 ,4u 应 在 0.85 一 1.30 之 间 。 
| hye Ze 
a (W, a5 W;,) 
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R, 是 分 离 度 , 为 色谱 柱 的 总 分 离 效能 指标 。 它 说 明 色 谱 柱 对 两 种 物质 分 离 的 效 能 , 因而 
可 以 定量 地 描述 混合 物 中 相 邻 两 个 样品 组 分 在 色谱 柱 内 的 分 离 情 况 。 分 离 度 与 理论 塔 板 
BN ,选择 性 “ 及 容量 因子 4 之 间 的 关系 ,如 下 表示 式 : 

ea Dy A ded 8 lai 

+ vn a a) 

改变 其 中 任何 一 项 都 可 以 提高 分 辨 率 ( 即 分 离 度 )。 在 色谱 分 离 过 程 中 ,分 离 速度 ,分离 度 
和 柱 容 量 三 者 之 间 是 互相 制约 的 ,例如 要 得 到 好 的 分 离 度 , 需 减 小 样品 量 或 降低 流速, 一 
般 说 来 ， 既 要 提高 分 离 度 , 又 要 兼顾 分 离 速 度 。 选 择 合适 的 流动 相 可 以 改进 样品 分 离 的 
x 值 ,增加 色谱 柱 长 度 和 减 小 固定 相 颗 粒 直径 可 提高 柱 效 , 改变 流动 相 组 分 比例 以 调节 
R’ 值 , 所 有 这 些 需 要 进行 综合 考虑 。 
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高 效 液 相 色 谱 仪 器 系统 如 图 3-2 OTA © ELA tes He TAS» BE REI. CTE. SOU aa 
记录 器 (或 微 处 理 机 )。 重 要 的 附件 有 梯度 洗 脱 装置 , ed od SCS aie TF] ELIE De AL 
性 能 应 用 范围 , 现 就 仪器 各 组 件 的 结构 功能 分 述 于 下 。 


. 24 . 


5 波 流 方向 


流动 相 贮 拭 | 梯度 洗 
脱 装置 


tat 
收集 器 


图 3-2 液 相 色谱 仪 系统 图 3-3 往复 式 柱 塞 泵 
(一 ) 高 压 输 滚 和 泵 


其 功能 是 把 贮 液 容器 内 的 溶剂 ( 即 流动 相 ) 以 高 压 送 入 液 路 系统 。 对 高 压 夺 有 几 个 具 
体 要 求 : 1) 能 在 高 压 下 长 期 稳定 地 工作 ,最 高 工作 压力 不 低 于 400 公斤 了 厘米 "。2) 能 提 
供 无 脉动 的 恒定 流量 ,对 于 分 析 型 仪器 的 流量 范围 一 般 在 0.1 一 9.9 BH Sd, 对 制 备 型 
仪器 的 流量 可 达 50 毫升 了 分 。3) 流量 精度 和 重复 性 应 控制 在 0.5% 以 内 。47) 耐 腐蚀 ， 
便于 更 换 溶 剂 和 做 梯度 洗 脱 。5) 维修 和 更 换 另 件 方便 。 

高 压 泵 有 几 种 形式 : 往复 式 柱 塞 和 泵 ,气动 放大 泵 ,隔膜 泵 和 注射 泵 。 目 前 最 常用 的 是 
往复 式 柱 塞 泵 (图 3-3), 主要 优点 是 液 仙 体积 小 , 更 换 溶剂 十 分 方便 , 这 是 很 重要 的 , 因 
为 在 寻找 分 离 条 件 时 需要 经 常 变换 溶剂 的 组 成 ,和 泵 的 流量 输出 与 步 进 电机 的 转速 有 关 , 柱 
塞 的 来 回 冲程 靠 电 机 带动 ,所 以 改变 电机 转速 即 可 调节 流量 。 柱 塞 和 上 \、 下 两 个 单 向 阀 的 
球 座 都 是 宝石 材料 制造 的 , 耐 磨 抗 腐蚀 ,使 液体 按 规定 的 方向 流动 。 要 求 作 为 流动 相 的 液 
体内 无 悬浮 物 , 否则 影响 单身 闪 和 柱 塞 垫圈 的 密封 。 为 此 流动 相 使 用 前 要 过 滤 , 知 含 无 机 
盐 则 浓度 不 能 太 高 ， 以 免 析 出 。 为 了 满足 工业 规模 制备 生化 物质 , 常 采用 大 型 隔膜 泵 ,由 
柱 塞 带动 金属 (或 聚 四 氟 乙 烯 材料 ) 的 隔膜 来 回 移动 ,其 频率 约 300 次 /分 厌 此 输送 流动 
相 , 其 优点 是 流量 大 (500 一 1 000 毫升 分)、 抗 腐蚀 、 无 污染 。 过 去 一 直 采 用 316 不 锈 钢 
作为 泵 体 材料 ,但 不 能 满足 生化 分 析 和 制备 的 要 求 , 主 要 是 不 锈 钢 不 耐 盐 、 易 锈 蚀 。 近 年 
来 已 经 改 用 詹 金 属 或 全 四 氟 乙 烯 为 泵 体 材料 (如 LRB 和 Bio-Rad 公司 生产 的 高 压 泵 )。 


(=) 进 样 阀 
即 高 压 六 通 进 样 阀 (图 3-4)， 有 很 多 优点 ,如 密封 性 . 重 现 性 都 很 好 , 死 体 积 小 , 在 高 


苇子 
转子 密封 热 


AeK " - bl + 
(a) be {b) 流 路 


图 3-4 RRA MRR 


FEF ARATE TE. BERRI TK ERLE AT 10.20 和 50 微 升 等 , 通过 微量 注射 针 注 入 样品 
液 。 如 需 用 于 制备 , 则 定量 管 体 积 可 达 0.5 一 2 毫升 ,或 通过 准确 的 计量 泵 注入 定量 的 样 
ego . — 

品 体积 。 


(三 ) Bist | 
TS EE MY “OE” FBS). TE SORE RG WALD ZS BS, 大 多 数 是 直 管 形 
的 ,材料 一 般 采 用 内 表面 抛光 的 不 锈 钢 管 或 硬 质 玻 璃 管 ,按照 不 同 的 用 途 有 不 同 的 内 径 ， 
分 析 型 色谱 柱 内 径 为 1 一 5 毫米 , 半 制 备 柱 内 径 为 6 一 10 毫米 ,制备 柱 内 径 是 20 一 75 训 
米 , 工 业 制 备 柱 内 径 可 达 500 毫米 。 色 谱 柱 填料 有 很 多 品种 ,根据 分 离 对 象 的 不 同 可 选择 
吸附 色谱 、 反 相 色 谱 、 昔 水 相互 作用 色谱 、 离 子 交 换 色 谱 、 亲 和 色谱 和 分 子 排 阻 色 谱 等 填 
料 , 其 颗粒 大 小 也 有 5.10. 20—40,30—50 微米 药 区 别 , 对 生物 大 分 子 (如 蛋 自 质 ) 的 分 离 
还 要 求 填料 的 表面 孔径 大 于 300 埃 (A) 等 等 。 效 择 要 列 于 表 3-1 BH 3-4。 
3-1 RKBEERBBAREN 
粒 径 孔径 


fh e 表面 基 团 全 
a (tor) | CA) | 

Uitrapore RPSC Cs 5 300 Beckman 
Spherogel TSK Phenyl-5PW 3 5 1 000 
— = aa hl, fa See CULL Se ee ae oe 
Buty!l-G3000SW C4 10 250 东洋 曹 达 
Phenyl-G3000SW seit 10 250 
Matrex Silica-Cs Cs 10 250 Amicon 
Bio-Gel TSK-RP et 10, 1 000 Bio-Rad 
Hi-Pore RP-304 Cy 5 330 
Hi-Pore RP-318 . Cis 5 330 
Protesil-300-C8 。， Cy 10 300 Whatman 
Synchro Pak RP-buty! cy 6 | 300 Synchrom 
Pheny!-Sepharose CL-4B oye Bt Pharmacia 
Octy!-Sepharose CL-4B Cg 
Vydac 219TP Ze aE | 5,10 300 The Separations 
Vydac 208T P-Cg Cg 5,10 330 _ Group ~ 
Vydac 214TP-C4 C, 5,10 | 330 


(四 ) 检测 器 

单 品 组 分 从 色谱 柱 内 被 顺序 洗 出 , 由 检测 器 按 其 物理 或 化 学 的 特性 显示 并 转换 为 电 
讯号 以 进行 定性 和 定量 。 对 检测 器 有 几 点 具体 要 求 : 1) STAR ABA Me CPS 
型 ) ,对 某 些 样品 有 响应 ( 称 选 择 型 ) ,但 是 对 流动 相 不 应 有 了 响应。 检测 器 对 样品 的 响应 HEL 
在 一 定 范 围 内 应 呈 线 性 .2) 灵敏 度 高 , 通用 性 强 。3) 对 温度 及 流量 的 波动 不 敏感 。 邹 死 
体积 小 ,不 增加 色谱 峰 的 扩展 。5) 不 破坏 样品 组 分 。6) 对 样品 的 定性 能 提供 某 些 结构 信 
Hho 7) 使 用 维护 方便 ,价格 便宜 。 
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Ri-2 离子 交换 -色谱 柱 


阴离子 交换 柱 。 
Spherogel TSK DEAE-2SW 
Spherogel TSK DEAE-3SW 
Spherogel TSK DEAE-3SW 


Bio-Gel TSK DEAE-5PW 
Bio-Gel TSK DEAE-5PW 
Bio-Gel TSK DEAE-5PW 


TSK gel QAE-2SW : 
TSK gel DEAE-2SW 
TSK gel DEAE-3SW 
TSK gel DEAE-3SW 
TSK gel DEAE-5PW 
TSK gel DEAE-5PW 


Shodex AX pak N-422 FA Fal Fa 
Shodex AX pak U-424 


Shodex IC I-613 
“Mono Q 


Pharmacia 


阳离子 交换 柱 
Spherogel TSK CM-2SW 
Spherogel TSK CM-3SW 
Spherogel TSK CM-3SW 


Beckman 


| 


Bio-Gel TSK SP-sPW Bio kee 


: 


"TSK CM-2SW 
TSK CM-3SW 


_ Shodex Ionpak C-a11 
Shodex SUGAR SC-1211 
Shodex SUGAR SZ-5532 


Pharmacia 


Mono S 


MAPS ABCM Bio-Rad 


”检测 器 内 一 般 都 有 流动 池 , 流动 池 的 体积 大 小 按 用 途 区 分 ,分 析 型 的 为 8 一 10 微 升 。 
制备 型 可 以 是 几 十 微 升 。 高 效 液 相 色 谱 的 各 种 检测 器 都 有 其 一 定 的 适用 范围 ,在 选用 时 
应 尽量 扬长 吉 短 ,充分 发 挥 其 效益 。 

1 1， 紫 外 吸收 检测 器 ”是 目前 液 相 色 谱 中 最 常用 的 一 种 检测 器 ,大 约 70% 的 样品 
可 用 紫外 检测 器 , 其 主要 优点 是 ,灵敏 度 高 ， 线 性 范围 宽 ( 约 104 ), 对 流动 相 流速 和 温 
> a" 


品 名 


AF-894 
PB-895 


BA-494 
BA-894L 
CB-894 
CA-894 
TIA-894 
HR-894 
PA-894 


Affi-prep10 
Affi-prep 
protein A 


Ultraffinity-EP 


Dye-Matrex, PBA 


Arginine- 


Sepharose 4B 


Protein A- 


Sepharose CL-4B 


Heparin- 


Sepharose CL-6B 


柱 尺寸 
(毫米 ) 


Acryflavine 
Aminophenyl boronic 
acid 

牛 血清 白 蛋 白 

牛 血清 白 蛋 白 

Cibacron Blue F3G-A 
ConcanavalinA 

亚 氨 基 二 乙酸 

肝素 

AA 


SAA 


Procainamide 
& IgG 


Aminospiroperidiol 


HAR 


HAA 


Con A-Sepha-rose| Con A 


肝素 | 
| 
| 


8X50 
8X50 


4.6X150 
8X50 
8X150 
8X50 
8X50 
8X50 
8X50 


N-33 32 38 FABER IE HERR] 4.6X30 


4.6X30 


4.6 X50 
4.6X50 
4.6 X50 


4.6X 150 


IgG 
IgG 
乙酰 胆 碱 酯 酶 Beckman 
免 抗 BSA 
多 巴 胺 受 体 
Amicon 
# ARE AB Pharmacia 
IgG 


RNA, DNA, #4:% 


BR, LAB 


光学 异 构 体 
光学 异 构 体 

白 蛋 白 与 NAD 有 关 的 酶 
REA, SG 

FRA, IAEA 
BihAS, BEA 


IgG，IgM， 抗 原 - 抗 体 
络 合 物 


10 
10 
10 


Bio-Rad 


10 


脂 蛋白 ， 脂 酶 等 


REA, REA, Wis 


度 的 变化 不 敏感 ,并 适合 梯度 洗 脱 。 其 中 又 可 分 为 固定 波长 紫外 检测 器 〈 图 3-5) 和 可 变 


更 28 。 


图 3-5 


记录 计 调整 器 


固定 波长 紫外 检测 器 
波长 紫外 检测 器 (图 3-6)。 固 定 波 长 有 214、254 和 280 纳米 (nm) 等 ， 其 中 以 254 纳米 
Bit. MAW SUA RET (214nm) 和 低压 示 灯 (2540m), 大 多 数 有 紫外 吸收 的 样品 在 
254 纳米 处 都 有 灵敏 吸收 。 使 用 紫外 检测 器 时 ,所 用 溶剂 不 应 在 测定 波长 有 吸收 ， 作 梯 度 
洗 脱 时 更 是 是 如 此 ,否则 将 会 使 背景 提高 和 引起 基线 漂移 。 溶 剂 应 事先 脱 气 ,以 免 气泡 通 
过 流动 池 出 现 很 大 的 干扰 讯号 。 可 变 波 长 紫外 检测 器 使 用 的 波长 范围 是 : 190 一 370 纳 


P 
t 
4 
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¥#3-4 分 子 排 阻 ( 凝 胶 过 滤 ) 色谱 柱 

一 一 一 - - 加 
| 内 径 柱 长 

品 名 排 阻 极限 二 二 生产 厂 


Spherogel TSK 2 000SW 70 000 7.5 300 Beckman 
Spherogel TSK 2 000SW 70 000 7.5 600 

Spherogel TSK 3 000SW 300 000 7.5 300 

Spherogel TSK 3 000SW 300 000 7.5 600 

Spherogel TSK 4 000SW 1 000 000 7.5 100 

Spheroge! TSK 1 000PW 7.5 300 
Spherogel TSK 2 000PW | 7.5 300 

Spheroge! TSK 3 000PW baw ts 300 

Spheroge! TSK 4 000PW 75 300 

Spherogel TSK 5 000PW 7.5 300 

TSK gel G 2 000SW 100 000 , TH 600 东洋 曹 达 
TSK gel G 3 000SW 500 000 | 7.5 600 

TSK gel G 4 000SW 7 000 000 7.5 600 

TSK gel G 2 000PW 21.5 600 

TSK gel G 3 000PW 21.5 600 

TSK gel G 4 000PW 21.5 600 

TSK gel G 5 000PW 21.5 600 

TSK gel G 6 000PW 21.5 600 

Shodex Ionpak 9-800 500 000 8.0 500 昭和 电工 
Shodex Ionpak KS-800 10 000 8.0 300 

Shodex Protein WS-802.5 50 000 8.0 500 

Shodex Protein WS-803 150 000 8.0 300 
PROTEIN-PAK 60 ~ 20 000 Waters 
PROTEIN-PAK 125 80 000 

PROTEIN-PAK 300SW 500 000 

Superose 12 HR 10/30 300 000 | Pharmacia 
Superose 6 HR 10/30 1 000 000 

日 立 Gel Pack GL-W530 50 000 10.7 300 日 立 
日 立 Gel Pack GL-W550 2 000 000 10.7 300 

日 立 Gel Pack GL-C630 20 000 10.7 300 

日 立 Gel Pack GL-C650 500 000 10.7 300 


米 , 扩 展 了 检测 器 的 使 用 , 它 是 用 气 灯 作 光源 ,经 光栅 分 光 , 自动 扫描 。 但 经 分 光 后 的 单 色 
光 强 度 减 弱 , 其 灵敏 度 比 固 定 波长 检测 器 低 些 。 当 样品 组 分 通过 流动 池 时 ,可 以 停 流 扫 
描 , 获 得 样品 的 紫外 光谱 ,为 样品 的 定性 提供 佐证 。 人 il » 所 
以 它 是 一 种 选择 性 检测 器 。 

2. 示 差 折 光 检 测 器 FARA SS ERR RLS a2 ae TEL 
都 有 一 定 的 折光 指数 ,所 以 它 是 一 个 通用 型 检测 器 , 尽管 灵敏 度 较 低 , 但 对 没有 紫外 吸收 
的 物质 , 如 糖 类 脂肪 和 类 固 醇化 合 物 等 能 够 检测 , 故 对 某 些 生化 样品 仍 不 失 为 一 种 重要 
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的 检测 器 , 尤其 适合 样品 量 较 大 的 制备 色谱 。 图 3-7a 和 .3-7b 分 别 为 反射 式 和 偏转 式 示 
差 折光 检测 器 。 反 射 式 光 轴 调整 较 难 , 但 流动 池 体 积 小 , 耐 压 性 好 。 偏 转 式 光 轴 调整 容 
易 , 灵 人 敏 度 高 ,但 流动 池 耐 压 性 差 (不 大 于 5 千 死 人 厘米 )。 

IT 


le 
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2: vi 5 
洛 镜 流动 池 透镜 光电 池 


图 3-3 可 变 波长 紫外 检测 只 


流动 池 枝 镜 
平行 透镜 
聚焦 透镜 
ti ao > 
a 必 
US t AS _ 


EE 转动 镜 ER 


图 3-7b ”偏转 式 示 差 折光 检测 器 ( 岛 津 RIO-2A7 


示 差 折光 检测 器 的 缺点 是 流动 池 一 经 污染 不 易 洗 净 , 对 温度 和 流量 的 变化 较 第 感 ,而 且 不 
能 做 梯度 洗 脱 。 

3. SCM 物质 分 子 受 光照 射 后 ,其 中 某 些 电子 由 原来 的 基态 暑 迁 到 第 一 电 
子 激发 态 或 更 高 电子 激发 态 的 各 个 能 级 , 当 它们 由 第 一 电子 激发 态 回 到 基态 的 任何 能 级 
时 ,激发 分 子 以 光 的 形式 放出 它们 亡 吸 收 的 能 量 , 这 就 是 荧光 。 如 果 梓 品 的 分 子 结构 中 有 
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”发 荧光 的 基 团 , 通 过 波长 较 短 的 激发 光 〈 叫 激发 波长 )， 使 样品 受 激 ,发 射出 波长 较 长 的 发 
射 光 ( 叫 发 射 波长 ) , 若 对 激发 光 和 发 射 光 进行 扫描 , 即 得 到 该 样品 的 获 光 光谱 。 
. 能 发 荧光 的 物质 仅 是 少数 ,而 另 一 些 化 合 物 则 可 以 采用 化 学 生生 法 生成 具有 强 荧 光 


则 ”的 衍生 物 。 丹 磺 酰 所 ,荧光 胺 和 邻 茶 二 醛 都 是 衍生 物 试剂 ,可 以 与 氨基 酸 及 生物 腕 反应 生 


成 菊 光 衍生 物 ， 灵 敏 度 很 高 。 一 般 采 用 自动 扫描 的 荧光 分 光 光 康 计 〈 图 3-8) 着 为 这 种 高 
灵敏 的 选择 性 检测 器 ; 由 光源 (人 氨 弧 灯 ) 发 出 的 连续 光 , 经 过 光学 系统 聚焦 和 单 色 器 变 成 音 
色 激发 光 , 当 样品 池内 有 发 荧光 的 分 子 时 ,发 出 的 荧光 再 经 过 光学 系统 被 接收 下 线 。 


| 葡 光 单 色 器 ee oa rr. 
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bo ae ee ee 
图 3-8 荧光 分 光 检 测 器 〈 日 立 MPF-4) 

4. 光电 二 极 管 阵列 检测 器 HAS HOREHMERMRL, 它们 并 联 工 
首 ， 同 时 检测 由 光栅 分 光 ,， 入 射 到 接收 板 上 的 全 部 波长 光 讯 号 , 然后 由 移 位 贮存 器 依次 将 
涂 讯号 转变 为 电讯 号 输出 。 它 的 光学 系统 如 ， cS Hh PE | se ER A 
圈 3-9 所 示 , 辐射 光 经 聚焦 后 透 过 流动 池 , 然 后 
由 光栅 分 光 入 射 到 线性 光电 二 极 管 阵列 接收 板 
上 。 光 闸 可 以 改变 位 置 作为 校正 和 补偿 上 旷 电流 
之 用 。 

光电 二 极 管 阵 酉 检测 器 采用 多 通道 技术 同 
时 检测 所 有 波长 的 光谱 ,扫描 速度 伏 快 ,由 微机 
控制 仅 需 10 毫秒 即 可 获得 完整 的 光 谱 图 。 这 
就 不 必 停 流 扫 描 , 在 色谱 流出 过 程 中 即 可 从 . 
谱 峰 的 任 一 点 采样 扫描 ,得 到 该 点 的 样 晶 谱 图 。 
还 可 以 把 谱 图 信息 输入 计算 机 的 存 贮 器 闪 ， 需 图 3-9 光电 二 极 管 阵列 检测 器 的 光路 (LDC) 
要 时 也 可 把 标准 样品 的 谱 图 资料 从 计算 相 中 调 出 作为 对 照 。 光 电 二 极 管 阵列 检测 器 有 以 
PH Ay 1) 能 同时 在 4 一 8 个 波长 下 检测 ， 还 可 进行 复杂 样 蝇 的 多 组 分 俭 测 ;( 赂 波长 外 
谱 图 )。?2) 能 给 出 波长 -时 间 : 吸 收 度 的 三 维 色谱 图 。3) 能 把 来 知 样品 的 光谱 图 与 计算 机 
几 存 的 标准 物 光谱 图 同时 显示 在 计算 机 显示 器 的 屏幕 上 ;以 获得 未 知 样品 的 定性 数据 4) 
改进 了 信 噪 比 , 降 低 了 样品 的 检 出 限量 。 

5. 电化 学 检测 器 电化 学 检测 器 具有 灵敏 度 高 、 线 性 范围 宽 和 死 体积 让 等 优点 ， 
且 可 对 混合 物 中 的 痕 量 电 活 性 物质 进行 选择 性 检测 。 其 中 , 安培 检测 器 是 近年 使 用 最 多 
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A) — PR Ae (3-10), SE BEEBE ETA PE I, BRR RS, AT 
Sime ay 氧化 和 还 原 的 化 合 物 , 如 儿 茶 酚 胺 ,药物 代谢 物 和 某 些 
rn LC 流 出 液 生物 活性 物质 。 常 用 的 参 比 电极 是 银 二 氧化 银 电 极 。 
固体 电极 可 以 做 得 很 小 , 结构 简单 ,灵敏 度 高 。 缺 点 是 
由 于 被 测定 物质 的 氧化 和 还 原作 用 而 沉积 在 电极 表 
面 , 故 测定 前 需要 对 电极 表面 进行 抛光 , 这 样 , 重复 性 
较 差 。 


(五 ) 记 录 器 (或 积分 仪 ) 


常用 的 是 电子 电位 差 计 式 的 笔 式 记 录 器 ,简单 可 
靠 , 可 直接 画 出 色谱 图 。 也 可 使 用 积分 仪 , 除 给 出 色谱 
图 外 ,还 可 计算 色谱 峰 面 积 和 在 色谱 峰 边 上 直 接 打出 
保留 时 间 。 利用 微 处 理 机 实现 数据 处 理 自 动 化 , 大 大 


Ria 提高 了 工作 效率 。 微 处 理 机 具备 色谱 峰 和 保留 时 间 的 
(BAS Co.) 分 的 百分数 ,色谱 组 分 的 定量 计算 ,数据 的 自动 化 处 理 


及 贮存 等 功能 。 此 外 ， 微 处 理 机 还 可 兼作 梯度 洗 脱 控制 、 目 动 进 样 和 进行 人 机 对 话 ， 以 给 
出 最 佳 的 色谱 工作 参数 等 , 称 作 新 一 代 的 智能 色谱 仪 。 


(六 ) 梯度 洗 脱 装置 


高 效 液 相 色谱 的 梯度 洗 脱 是 为 了 改善 分 离 度 、 提 高 峰 容量 和 缩短 分 析 时 间 ， 其 具体 做 
法 是 在 洗 脱 过 程 中 改变 流动 相 的 组 成 和 比例 。 梯 度 洗 脱 装置 又 分 为 低压 和 高 压 两 种 。 低 压 . 
梯度 又 叫 外 梯度 , 即 在 常 压 下 两 种 或 三 种 深 剂 按 不 同比 例 和 时 间 定 量 混合 ,然后 由 高 压 双 
送 入 色谱 柱 内 ,如 图 3-11, 两 种 溶剂 届 过 比例 阁 开 闭 的 时 间 不 同 ,控制 它们 的 比例 。 这 种 


图 3-11 BBE Ye Be | 
装置 结构 简单 ， 只 需要 一 台 高 压 泵 。 梯 度 曲线 的 形状 可 按 需 要 (图 3-12) 由 计算 机 控制 ， 
还 可 扩展 到 3 种 .甚至 4 种 溶剂 。 高 压 梯度 又 叫 内 梯度 , 用 两 台 高 压 泵 分 别 输送 两 种 溶剂 
在 高 压 下 混合 后 ,再 输入 色谱 柱 。 这 样 需要 两 台 高 压 泵 ,提高 了 成 本 。 


(+6) 分 部 收集 器 
分 部 收集 器 的 作用 是 分 段 收 集 从 色谱 柱 流出 的 级 分 。 机 械 式 的 分 部 收集 器 是 利用 定 
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时 器 控制 排列 在 接受 受 的 上 的 玻璃 管 定时 通过 色谱 仪 出 口 ， 把 色谱 组 分 分 段 地 收集 下 来 。 


$8s 
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HA 时 间 一 一 
图 3-12 梯度 洗 脱 曲线 形状 

随 善 大 型 制备 的 需要 ,多 数 通过 计算 机 控制 色谱 峰 的 切割 和 分 部 收集 ， 目 可 4 水 时 连续 扣 

作 ， 为 工业 规模 的 分 离 制备 创造 了 条 件 。 图 3-13 为 定时 收集 各 色谱 峰 分 部 滚 的 情况 ， 收 

集 区 域 宽度 由 计算 机 操纵 。 


eS es ee ee ee ee 
GL ep- S) Geese OOS 2 ta IS 1S 
how : ; 时 间 { 分 ) 
图 3-13 ”过分 前 切割 和 收集 ( Gilson 291/202) 


三 、 选 购 知 识 
究 音 应 该 怎样 订购 满意 合用 的 高 效 液 相 色 谱 仪 , 做 到 既 满 足 工作 需要 ， 又 节省 资金 


这 里 面 确 有 一 定 的 学 问 。 现 在 ,国内 外 生产 的 液 相 色谱 仪 都 把 各 部 件 做 成 积木 式 独立 的 


单元 ,人 们 可 以 根据 自己 的 工作 需要 将 这 些 单元 组 合 起 来 使 用 。 订 购 仪 器 时 首先 要 考 虑 


两 点 ，1) 工作 的 要 求 。2) 产品 的 质量 。 例如 ,对 一 些 研究 所 和 工厂 中 心 实验 室 , 主要 做 


日 常 的 一 般 性 应 用 的 工作 ,如 生化 产品 的 质量 控制 和 常规 分 析 、 食 品 成 分 的 分 析 和 生物 
制品 的 检疫 等 , 则 可 以 购买 最 简单 的 液 相 色谱 仪 组 合 ， 高 压 泵 、 色 谱 柱 、 紫 外 (或 示 差 折 
光 ) 检 测 器 和 记录 仪 ,组 成 一 套 等 强度 洗 脱 的 液 相 色谱 仪 。 可 以 做 单一 或 固定 比例 流动 相 
的 洗 脱 ,手动 进 样 , 实现 室温 下 分 离 分 析 的 目的 , 这 样 一 套 仪 器 的 价格 在 一 万 五 千 美元 左 
右 。 倘 若 需 要 备 一 些 应 用 基础 研究 或 探索 性 的 工作 ,如 新 产品 的 开发 和 利用 ,未 知 产物 的 
解析 和 样品 的 结构 分 析 等 , 则 需要 加 上 梯度 洗 脱 装置 ， 增加 一 全 高 压 票 和 其 他 检测 器 (如 
荧光 ,电化 学 检测 器 ), 大 概要 二 万 五 千 到 三 万 美元 。 

生物 样品 的 分 析 和 制备 有 一 定 的 复杂 性 ,所 以 需要 购买 梯度 洗 脱 装置 ,以 改变 流动 相 
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的 组 成 和 比例 ,分 离 复杂 的 样品 混合 物 BEE > pH 值 是 经 常 改 变 的 ， 要 求 泵 稻 管 路 := 


系统 抗 腐蚀 ,耐酸 碱 及 高 盐 浓 度 。 有 的 公司 如 Bio-Rad, LKB 等 已 有 钛 金属 材料 制作 的 高 
压 泵 和 液 路 管道 ,就 是 为 了 满足 上 述 使 用 要 求 的 , 近 二 年 来 不 少 公司 纷纷 推出 光电 三 极 管 
阵列 检测 器 (Diode-Array Detector), 可 同时 检测 八 个 不 同 波长 的 光 讯 号 ,响应 时 间 快 ,对 
样品 的 定性 很 有 帮助 。 但 并 非 每 项 工作 都 要 用 到 这 种 检测 器 ， 如 果 化 二 a 
倒 不 如 先 买 常用 急需 的 部 件 。 

一 般 的 紫外 分 光 检 测 器 可 测定 190 一 360 销 米 的 紫外 吸收 样品 ; » 但 是 在 190 一 210 纳 
米 范 围 由 于 溶剂 和 杂质 的 末端 吸收 ,使 得 背景 和 噪音 增加 很 多 ,影响 测 定 。 所 以 ,如果 经 
常 要 做 未 端 吸收 的 样品 测定 ,可 以 选 购 美 国 LDC 公司 214 纳米 〈 锌 灯光 源 ) 的 紫外 检测 
器 ,效果 较 好 。 

过 去 人 们 不 太 喜 欢 使 用 示 差 折光 检测 器 "原因 是 灵敏 度 低 , 而 且 不 稳定 。 日 本 昭和 电 
工 ( 株 ) 生 产 的 SE-51 型 示 差 折光 检测 器 采取 内 部 电气 补偿 线路 ， 避 免 了 上 述 缺点 , 灵 繁 
度 比 一 般 的 示 差 折光 检测 器 高 0.5 至 PRR, 

对 于 专门 的 分 析 项 目 如 蛋白 质 . 酶 和 氨基 酸 的 分 析 ， 不 必 购 买 专用 的 气 基 酸 分 析 仅 或 
蛋白 质 分 析 仪 , 液 相 色谱 仪 还 是 可 以 通用 的 ,其 中 的 区 别 是 选用 不 同 的 色谱 柱 和 相应 的 流 
动 相 。 分 析 型 液 相 色 谱 仪 的 流量 范围 一 般 为 0.1 一 9.9 毫升 了 分 "制备 型 液 相 色谱 仪 的 流 
量 从 10 一 40 毫升 了 分 ,有 的 公司 (如 Gilson) 采取 更 换 奈 头 的 办 法 来 扩大 流量 做 到 一 机 二 
用 。 所 以 ,订购 仪器 要 从 工作 实际 出 发 ,经 济 实用 ,而 仪器 的 使 用 要 求 则 是 结实 耐久 ,不 易 
出 故障 。 

选用 通用 型 的 个 人 计算 机 (Apple, IBM 等 ) 作为 梯度 程序 控制 、 数据 处 理 和 操作 条 件 
的 选择 等 , 比 专用 计算 机 价 廉 合用 ,软件 的 开发 和 利用 也 比较 方便 。 例 如 分 部 收集 在 生物 
样品 制备 中 十 分 重要 ,利用 微机 控制 色谱 峰 的 切割 和 分 部 收集 ,使 得 分 部 收集 器 具有 足够 
的 容量 ,满足 昼夜 工作 的 需要 。 

订货 之 前 ,对 外 商 提供 的 报价 单 要 仔细 研究 和 比较 ,各 公司 产品 质量 和 价格 上 落 很 
大 ,而 且 有 的 公司 在 报价 单 中 所 列 栏目 十 分 庞杂 ， 需 要 有 选择 地 订购 ， 不 能 照 单 全 买 。 因 
为 各 公司 产品 各 有 所 长 并 非 样 样 都 好 ,有 的 是 高 压 泵 质量 好 , 有 的 检测 器 好 ， 有 的 则 提供 
价 兼 质 高 的 数据 处 理 系 统 。 国 外 大 部 分 大 学 .研究 所 经 常 有 选择 地 购买 这 家 公司 的 主机 ， 
另 一 家 公司 的 部 件 , 结 果 ，, 一 套 液 相 色 谱 仪 是 好 几 家 公司 的 产品 凑 起 来 的 ,这 样 , 充 分 发 挥 
了 诸 家 之 长 ,使 拼 搭 起 来 的 仪器 价格 便宜 ,质量 最 高 。 

近 几 年 ,用 户 总 是 集中 订购 某 一 、 三 家 公司 的 液 相 多 滥 仪 ， 除了 别 的 原因 外 ， ee 
tH Fe: BBE FB oJ aS BBY Ha A Dis I as BATT BE SAD STE OS BBs AS TI Re 
国内 ， 谁 好 就 买 谁 的 。 


四 、 验 收 知 识 


仪器 验收 是 一 项 很 细致 的 工作 。 化 了 大 笔 的 外 汇 , 理 应 得 到 满意 合 用 的 产 “pn A i 
Wor Fay Ey ee Ab a 2 BE a PEA AB CEE ET ts. a OA £1 MB AR 
后 ,首先 要 组 织 -一 不 精 悍 的 验收 小 组 ,出 波 相 色谱 专家 ,应 用 技术 人 员 ,电气 技术 大 员 和 只 
材 部 门 的 代表 组 成 。 应 准备 专用 的 记录 本 、 详 细 记载 验收 过 程 中 的 原始 记录 。 
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整个 过 程 分 数量 验收 外观 检查 和 质量 验收 三 步 。 即 首先 检查 货物 装 箱 单 上 所 开 列 
的 物件 与 原 订货 合同 是 否 相符 、 核 对 无 误 后 对 主机 和 各 有 零 部 件 进行 外 观 检查 ,仪器 经 过 长 
途 运 输 和 装 务 , 难 免 有 吨 碰 ,如 果 防 震 、 耐 压 的 包装 完善 的 话 , 是 可 以 完好 无 损 地 到 达 用 户 
手中 的 。 芳 发现 包装 破损 ,就 要 注意 仪器 有 否 受 损 , 特 别 对 那些 精密 光学 部 件 和 光源 有 否 
发 生 位 移 和 破碎 。 仪 器 如 无 缺损 ,外观 完 好 、 则 在 仔细 阅读 使 用 说 明 书 后 即 可 开始 质量 
(或 性 能 ) 验 收 的 工作 。 

高 效 液 相 色 谱 仪 的 主要 部 件 有 高 压 奈 、 进 样 阀 、 色 谱 柱 、 检测 器 、 记 录 器 和 梯度 装置 
等 。 先 进行 单机 检查 、 然 后 再 联机 测试 。 音 机 检查 是 指 脱 开 其 他 连接 部 售 , 单 独 对 某 一 组 
件 进 行 检 查 。 然 后 对 整个 系统 联机 测试 。 


(一 ) 高 压 输液 和 泵 

主要 检查 其 压力 和 流量 能 否 达到 规定 的 指标 。 例如 ， 指标 规定 该 高 压 泵 可 达 最 高 压 
力 500 千克 /厘米 *, 则 在 泵 出 口 处 接 一 堵 头 ,观察 泵 压 是 否 可 达 500 千克 /厘米 ,系统 
的 所 有 接头 处 有 和 否 渗 漏 现象 , 泵 密封 垫圈 是 否 可 车 地 工作 。 目 前 ,高 压 双 的 流量 范围 一 般 
为 0.05 一 9.9 毫升 了 分 ， 须 检查 流量 精密 度 和 重复 性 。 流量 精密 度 是 指 在 设 定 流量 条 和 件 
下 与 实测 流量 是 否 相 符 , 方 法 是 用 精密 量 简 和 停 表 测定 单位 时 间 的 流量 ,一般 ， 在 最 低 或 
最 高 流量 条 件 下 容易 偏离 原 设 定 流量 。 所 谓 重复 性 是 指 在 不 同情 况 下 〈 如 空 载 和 不 同 柱 
压 降 ) 流 量 的 变动 。 这 里 要 注意 的 是 ,大 多 数 泵 的 压力 \ 流 量 指标 分 两 档 , 即 流量 5 豪 升 
分 以 下 最 高 压力 为 500 千克 /厘米 *，5 一 9.9 毫升 /分 的 最 高 压力 为 250 千克 /厘米 ”不 能 
要 求 在 高 流量 条 件 下 达到 最 高 压力 。 
(二 ) 检测 器 

1. 紫外 吸收 检测 器 包括 单 波 长 和 可 变 波 长 两 类 。 需 要 检查 以 下 几 项 ， 


(1) 噪音 和 漂移 ， 将 灵敏 度 放 在 最 高 档 程 , 分 别 在 静态 和 动态 条 件 下 ( 即 没有 或 有 流 
动 相 通过 检测 池 ) 测 定 基线 的 噪音 和 漂移 (图 3-14) 并 同 指标 比较 。 


图 3-14 噪音 和 基线 漂移 测定 


(2) 稳定 性 : 检测 器 连续 工作 12 小 时 或 24 小 时 ,观察 基线 噪音 和 漂移 的 情况 。 
(3) 灵敏 度 自 检 (以 LDC 公司 1203 单 波长 紫外 检测 器 为 例 ): 将 档 程 (RANGE) WC 
在 0.512 位 置 ,选择 开关 (ZERO/CHECK)， 放 在 CHECK ,记录 器 应 偏转 满 标 的 '50%。 换 
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-精度 的 问题 , 故 需 进行 波长 精度 测定 。 we 


名 话说 ,从 电气 线路 给 出 0.268 + 0.0LAU latins ea ee pac: by 的 
50%. E 
(4) 动态 线性 范围 ， 随 着 样品 量 的 改变 ， 丛 测 器 有 -一 个 线性 响应 的 范围 (图 3- 18) si 
HOSE 3 BIR HSE 4 PH LM 间 为 线性 响应 范围 , 工 点 为 最 小 检测 量 ， 
是 指 检测 器 能 够 确切 地 反映 出 样品 的 最 低 极 限量 ,一 般 取 噪音 的 2 售 或 3 倍 (3 3-14). 
对 可 变 波 长 检测 器 在 改变 波长 时 有 一 个 设置 


| 


(5) 波长 精度 测定 : 各 种 可 变 波长 检测 器 有 
不 同 的 检查 方法 。 例 如 日 立 200-10 型 分 光 检测 
器 利用 灯 源 在 656.1 纳 米 光 谱 线 检测 。 从 658 纳 米 
开始 慢 慢 向 短波 长 扫描 , TARR MIZE 656.1 40.4 
纳米 范围 获得 最 大 读数 ， 如 能 重复 几 次 即 可 视 为 
达到 了 指标 要 求 。 

2. 示 差 折 光 检 测 器 APF. se 是 反 


ADP TA BZ 


射 式 示 差 折光 检测 器 (例如 LDC 公司 生产 的 ), 有 1 
” 两 个 棱镜 (折光 指数 为 1.31 一 1.45 和 1.40 一 
1.55) ,根据 所 用 洲 剂 和 被 测 样品 的 折光 指数 的 范 图 3-15 测定 检测 器 的 线性 响应 范围 
围 来 选择 。 使 用 前 先 要 调整 跟踪 (Frack)， 和 否则 基线 无 法 归 零 ,并 有 显著 的 漂移 和 噪音 。 跟 
踪 调 整 方法 可 参阅 说 明 书 。 
(1) 基线 噪音 和 漂移 ， 示 差 折光 检测 器 易 SRN RATHBONE HER 
要 求 检查 。 和 


例如 ,噪音 (在 流速 1 Ft/ erry 
£11057 RU (水 溶液 ) 
土 2x10- 7 RIU (甲醇 ) 
漂移 (在 流速 1 毫升 /分 或 更 低 时 ) 


a， 检 测 池 有 温 控 
5xt0r-7 RIU/ 时 (水 溶液 ) ” 


4510-7 RIU/ it CRD 

5x10-sRIU/sC( 水 溶液 ) 

15x 107° RIU/°Cc( ARS) 

(2) PES (span) 调整 ， 用 来 准确 刻度 示 差 折光 单位 (RIU)， 以 便 在 记录 仪 上 可 直接 
读 出 RIU。 方 法 如 下 : 溶解 13 .33 玫 干燥 过 的 蔗糖 于 100 毫升 蒸 饮水 中 。 再 取出 5 毫升 
稀释 至 1 升 。 该 溶液 应 为 10&RIU。 将 该 溶液 注入 样品 池 。 测 量 档 程 放 在 16x 位置, 记 
录 仪 应 偏 移 至 满 标的 62.5% ,如 不 够 或 超过 。 均 可 调 span 电位 器 至 该 偏转 位 置 。 

另 一 种 是 偏 转型 示 差 折光 检测 器 ,范围 较 宽 ,可 测 折光 指数 1—1.75, 例如 日 本 AG 和 


b， 检测 池 温 控 


于 工 生产 的 Shodex RISE-51 ,其 路 导 调整 稍 有 不 同 ,方法 如 下 ， 溶 解 220 毫克 蔗糖 于 100 


毫升 脱 气 共 饮 水 中 ,该 深 液 的 折光 指数 同 蒸馏 水 折光 指数 之 差 应 为 32 x 10-sRIU , 将 该 深 
液 注入 样品 池 , 参 比 池 保 持 蒸馏 水 ,测量 挡 程 放 在 32x 位 置 , 记录 笔 应 偏 移 满 标的 100%， 
如 不 够 ,可 调 机 体内 的 sban 电位 器 。 
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动态 线性 范围 和 最 小 检测 量 并 无 固定 指标 ,可 视 需 要 测定 。 

3. REM 目前 多 数 是 光栅 自动 扫描 荧光 检测 器 , 其 激发 波长 和 发 射 波长 范 
围 为 220 一 780 纳米 。 

(1) 检查 光栅 准确 度 ， 如 果 和 氨 灯 作 光 源 ， 样 品 池 盛 满 蒸 馅 水 ,激发 波长 peeennts on 
wavelength) 放 在 0 位 置 , 发 射 波 长 (emission wavelength) 在 467 纳米 慢 慢 来 回转 动 发 射 
波长 度 盘 , 并 注意 指示 表 的 读数 在 最 大 的 位 置 , 此 时 发 射 波长 应 在 467 土 5 纳米 为 合适 。 

反 过 来 ,发 射 波长 放 在 0 位 置 , 激发 波长 在 467 纳米 附近 慢 慢 来 回转 动 , 指示 表 在 最 
大 读数 位 置 处 ,激发 波长 应 在 467 土 5 纳米 。 

如 用 冬 灯 作 光 源 , 波 长 应 为 436+5 纳米 。 

(2) 检查 已 知 样品 的 荧光 光谱 ， 用 标准 样品 草 ，, 配 置 0.01 微克 /毫升 的 乙 醉 溶液 ， 激 
发 波长 放 在 250 纳米 ,发 射 波长 扫描 得 图 3-16。 

(3) EMA: 配置 不 同 浓度 的 硫酸 奎 宁 0.1N TRA. 在 激发 波长 365 纳米 和 
发 射 波长 460 纳米 条 件 下 ， 作 定 量 工作 曲线 (图 3-17), 检查 检测 器 的 线性 响应 。 还 可 用 
意 或 丹 磺 酰 化 氨基 酸 测定 最 小 检测 量 。 
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图 3-16 Ba 图 3-17 ”硫酸 奈 宁 工作 曲线 也 xz 365 纳 米 ， 孔 m460 纳 米 
(=) #FA 


BE AA 2s (ABR FEE I EE» HE Ds & BA. 150 5d | AK* » Pr» 若 较 
长 时 间 工 作 在 150 千 克 / 厘 米 ” DER DRAB RRS ERIK. MBER ES 
项 指标 。 

1 定量 准确 性 LRA MRAM EAR EM (Loop), fit 10 微 升 和 20 微 
升 , 可 用 微量 注射 器 精确 测量 定量 管 的 体积 。 一 次 进 样 的 绝对 量 是 通过 样品 液 的 浓度 乘 
上 定量 管 体积 得 到 的 。 制 备 色谱 用 的 进 样 闪 其 定量 管 体积 可 达 0.5 一 1 毫升 。 

2. 重复 性 连续 几 次 进 样 , 分 别 测 得 检测 器 的 响应 值 (以 峰 高 或 峰 面 积 表示 )* 可 
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算出 均 方 偏差 和 变异 系数 。 - 


(四 ) 色谱 柱 
色谱 柱 是 液 相 色 谱 仪 的 重要 组 件 , 在 运输 过 程 中 由 于 振动 或 柱 内 溶剂 挥发 导致 柱 效 


FE ME. HEAD PS BB AEE. A» 需要 检查 几 个 指标 。 
1. 柱 效 选择 一 个 纯净 的 已 知 样品 和 合适 的 流动 相 ， 得 到 样品 的 保留 体积 和 半 峰 
宽 ( 也 可 取 峰 底 宽 ), 如 图 3-18 所 示 。 例 如 ,tr = 481.2 秒 
Ws. = 18.2 BFR PK 


wis 5.54( +) 
Wp 


为 理论 塔 板 数 
481. 人 := Pago 
2 


N= 5.54( 
13. 


图 3-18 柱 效 计算 各 峰 不 对 称 人 性 


如 色谱 柱 长 为 25 厘米 , 则 理论 塔 板 高 度 互 一 区 


rye: oe = 0.034 毫 米 


各 种 柱子 测 柱 效 使 用 的 已 知 样品 和 流动 相 各 不 一 样 , 如 Cu 反 反 相 柱 可 用 茜 作 已 知 样品 ， 
75% FARE : 25% 水 为 流动 相 。 

2. 峰 不 对 称 性 (图 3-18) 由 峰 尖 作 垂 线 与 底线 相交 ， 在 峰 高 10% 处 截取 A 和 
B， 然 后 计算 峰 对 称 因子 B/A ,一 般 以 0.8 一 1.2 HEH. 


(五 ) RW 


1. RMB 有 1,.2.5.10.20.50.100.500.1000 毫 伏 各 挡 , 分 别 代表 满 标 毫 伏 数 。 
可 用 标准 电子 电位 差 计 分 别 向 记录 仪 输入 上 述 各 毫 伏 数 , 视 记 录 笔 是 否 满 标 偏 移 。 

2、 准 确 度 如 指标 规定 为 满 标 的 0.3%， 则 向 记录 仪 输入 某 一 毫 伏 数 几 次 ,观察 
满 标 响应 值 的 偏差 和 重复 性 。 

3。 记录 纸 速度 可 设 定 某 一 记录 纸 速 ,如 5 毫米 /分 ， 在 一 定时 间 内 量 取 走 纸 长 
- 度 ,与 设 定 纸 速 比较 。 还 可 测定 不 同时 间 内 记录 纸 速 是 否 均衡 。 
(A) 梯度 洗 脱 装置 

一 般 , 由 梯度 程序 装置 控制 (图 3-19), 可 作 各 种 形 
式 的 梯度 洗 脱 曲线 。 但 由 于 混合 室 以 及 连接 管道 等 死 MEF 
体积 的 存在 , 实际 的 梯度 曲线 ( 即 流动 相 组 成 的 变化 ) "6 = 
总 要 比 理 想 的 滞后 一 段 时 间 (图 3-20) , 故 应 尽量 减 小 E 
死 体 积 和 提高 溶剂 混合 的 效率 。 

图 3-21 表示 对 系统 进行 梯度 洗 脱 实验 的 检查 。 图 3-19 梯度 洗 脱 系统 
两 种 溶剂 梯度 ,A 溶剂 为 0,2% IEA RAW, By 1. RRACA. BRR), 2 , 樟 度 程序 


控制 ，3 . 进 样 浆 ，4 .色谱 柱 ，5 .检测 
剂 为 甲醇 ， 梯 度 变 化 从 0%A 到 10%A (其 余 为 B)， 器，6. 记 录 仪 ，13. 混 合 室 ，14 .阻尼 器 。 


+ Oe fs 


每 分 钟 变化 5%， 然后 保持 3 分 钟 , 再 恢复 到 起 始 状态 。 


— 理想 
”一 一 实际 
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B 
8 
4y * dh 
—~ BA Al 3-21 梯度 洗 脱 实验 
图 3-20 梯度 曲线 流速 ，2 毫升 /分 ，UY 检 测 器 ，260 纳 米 。 


.很 多 高 效 液 相 色谱 仪 忆 由 微机 控制 ,在 工作 前 利用 微机 自 检 系统 进行 检查 ,如 无 差错 
则 可 进行 整个 仪器 的 运转 检查 ,这 些 , 可 参阅 有 关 说 明 书 ,分 别 按 要 求 进行 检查 。 


五 、 在 生化 中 的 应 用 


近 几 年 来 ,由 于 生物 工程 的 快速 发 展 , 如 基因 工程 , 酶 学 方法 和 单 克 隆 抗体 的 应 用 等 ， 
现在 已 经 能 够 通过 细胞 培养 生产 人 和 动物 体 的 蛋白 质 , 这 就 需要 从 复杂 的 混合 体系 中 分 
离 和 纯化 有 关 生 物 活 性 物质 , 因为 某 些 杂质 的 存在 会 严重 影响 产品 的 质量 。 高 效 液 相 色 
详 作 为 理想 的 分 离 ` 纯 化 和 制备 的 手段 已 为 人 们 普遍 接受 ,尤其 对 于 娇贵 的 生物 活性 物质 
具有 高 分 辨 , 无 破坏 性 和 快速 获得 纯 品 等 优点 在 生物 技术 中 需要 利用 色谱 进行 纯化 制备 
WA: 人 血清 清 蛋白 ,静脉 内 的 >- 球 蛋白 , 抗 Rh 免疫 球 蛋 白 , 人 、 咎 \ 猪 胰岛 素 ,凝血 因子 
VI 和 七 yc.2 和 7 于 扰 素 , 胸 腺 素 , 尿 激酶 ,肝炎 疫苗 和 抗原 , 乳 清 蛋 电 , 卵 清 溶菌 Bk. FF 
TAB RNA 合成 酶 , 酷 氨 酰 -tRNA 合成 酶 ,人 生长 激素 和 和牛 生 长 激素 等 等 。 

针对 不 同 的 分 离 对 象 , 选 择 有 关 的 分 离 类 型 ,例如 各 种 蛋白 在 分 子 的 大 小 ,形状 .电荷 
Bl GARAGE» 生物 亲 和 性 和 氨基 酸 残 基 的 影响 等 方面 各 不 相同 ， 液 相 色 谱 法 正 是 利用 了 
这 些 差 别 , 分 别 选 择 玻 水 相互 作用 色谱 ,离子 交换 色谱 \ 亲 和 色谱 和 分 子 排 阻 色谱 等 * 除 了 
分 子 排 阻 色谱 外 ,其 余 的 分 离 类 型 都 同 试 样 混合 物 和 固定 相 表面 之 间 不 同 的 相互 作 用 有 
Ro 

ERED AERA AT KR. WF Cte is AK A fe ARK, BK 
高 , 亲 和 色 谱 选 择 性 好 和 分 子 排 阻 色谱 〈 凝 胶 过 滤 ) 通用 性 强 等 。 利 用 这 些 优 点 ， 可 将 
类 生化 物质 进行 丝 化 和 制备 ,其 应 用 范围 和 生产 规模 还 在 不 断 地 扩大 。. 
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第 四 章 ”氨基酸 分 析 仪 
te 


蛋白 质 是 一 切 生 命 有 机 体 的 物质 基础 ,而 蛋白 质 又 是 由 所 基 酸 所 组 成 的 生物 体 除 含 
有 组 成 蛋白 质 的 各 种 氨基 酸 外 ,还 有 游离 存在 的 各 种 氨基 酸 。 人 们 对 氨基 酸 和 和 蛋 白质 的 研 
Ji ABBA, 氨基 酸 分 析 技 术 从 手工 操作 发 展 到 使 用 全 自动 化 仪器 ,因而 分 析 准 确 性 、 灵 
敏 度 也 大 大 地 提高 了 ,分 析 时 间 缩 短 很 多 。 目 前 分 析 一 个 蛋白 质 水 解 样品 只 需 30 分 钟 左 
右 ， 分 析 一 个 生理 体液 样品 只 需 2 小 时 左右 。 拥有 仪器 的 单位 日 益 增 多 ， 遍 及 全 国 各 地 ， 
应 用 范围 日 益 扩 大 。 氮 基 酸 分 析 仪 已 成 为 医学 ,农业 ,` 科 研 生 产 单位 不 可 缺少 的 分 析 工 具 。 


二 


1951 年 Moore 和 Stein 开 始 用 色谱 法 分 析 氮 基 酸 。1958 年 Spackman、Moore 和 Stein 建 
立 第 一 台 氨 基 酸 分 析 仪 。 当 时 分 析 时 间 长 ,现在 仪器 应 用 液 相 色谱 的 高 压 泵 、 细 粒 树 脂 , 使 
得 氨基 酸 分 析 技术 有 了 突飞猛进 的 发 展 ,加 上 最 先进 的 微机 处 理 ,成 为 高 速度 ,高 灵敏 度 
高 分 辨 率 、 全 自动 的 仪器 。 

氨基 酸 因 具有 不 同 的 酸碱度 ` 极 性 .分 子 大 小 , 可 用 阳离子 交换 树脂 在 色谱 柱 上 进行 
吸附 ,用 不 同 pH 和 离子 强度 的 缓冲 液 依次 将 它们 洗 脱 。 酸 性 氨基 酸 、 羟 基 氮 基 酸 对 阳 
离子 交换 树脂 的 亲 合 力 最 弱 , 就 先 洗 脱 下 来 .中 性 氨基 酸 对 树脂 的 亲 合 力 次 弱 , 跟着 洗 下 
来 ,芳香 族 氨基 酸 、 碱 性 氨基 酸 对 树脂 亲 合力 更 强 , 因而 最 后 洗 下 来 , 洗 脱 液 用 疗 三 酮 显 色 
或 与 荧光 试剂 起 反应 ,进行 定量 测定 ,可 计算 出 氨基 酸 含 量 。 

色谱 柱 内 填充 强酸 性 阳离子 交换 树脂 , 它 由 葵 乙 烯 及 二 乙烯 茱 合成 后 加 以 磺 化 而 得 ， 
葵 乙 烯 为 主要 成 分 ,二 乙烯 茉 作为 交 联 剂 , 磺 酸 根 连 在 葵 环 的 对 位 上 ,其 结构 如 下 ， 
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交 联 结构 多 少 , 影响 着 树脂 内 部 网 状 结构 中 孔洞 大 小 。 交 联 剂 多 , Sh TL 
小 ,适合 于 分 离 分 子 量 较 小 的 离子 如 氨基 酸 ,一 般 交 链 度 为 8% .12% (树脂 内 所 含 二 乙烯 
苯 的 百分数 ) 。 交 联 剂 少 ,分 子 结构 松 , 洞 孔 就 大 , 适合 于 分 离 分 子 量 较 大 的 分 子 , 如 蛋白 
质 , 肽 类 ,最 常用 交 链 度 为 2 一 4% 。 目 前 各 国都 在 研制 各 厂商 自己 的 树脂 , 配制 方 法 保 
密 , 树 脂 售 价 高 晶 。Moore 等 最 初 用 于 氨基 酸 分 析 仪 的 强酸 性 阳离子 交换 树 脂 Amberlite 
IR 120,100 目 。 另 外 美国 生产 Dowex 50X4、Dowex 50X8， 英 国生 产 Zerolit 225, Ai 


2169 等 。 
氨基 酸 由 茧 三 酮 试剂 反应 检测 ,其 反应 式 如 下 ; 
0 0 
Il II 
OY \coH -xcx-coon—f <4 +R-CHO+NH,+CO 
ANG EE Vee 
: 0 
氧化 型 水 合 草 三 机 ERDAS HSM 
0 0 
ll 
A 全。 
a ana SY / pe ieee (st 
hy Ak H YY MAC NA : 
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氧化 型 水 合 莉 三 本 bas re tee 


HS MMAR RT WK RUE LS 4-1。 呈 色 产 物 可 在 570 纳米 、440 纳米 波长 检 


cs 440 570nm 测 。 草 三 酮 试剂 检测 氨基 BR 是 可 ae 
‘. * nm 
at ‘EM 
, ~ ceca q\ 
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» 氨基酸 作用 


的 ,但 灵敏 度 相 对 低 。 用 荧光 试剂 
RF EH = AIR), 灵敏度 可 提高 10 一 
40 倍 ,荧光 胺 在 溶液 中 不 稳定 , 它 与 一 
级 胺 反应 产生 荧光 物质 ,激发 波长 390 
纳米 ,发 射 波长 475 WK. FIG HK 


源 不 易 , 使 用 不 方便 ,所 以 不 被 广泛 地 
应 用 。 磷 葵 二 甲酸 二 醛 (OPA), 在 常 
温 下 的 溶液 中 是 稳定 的 ,灵敏 度 也 高 ， 
荧光 产物 的 激发 波长 340 纳米 ， 发射 
波长 455 纳米 ,对 于 亚 胶 级 氨基 酸 且 


400 500 600 (am) 
图 4-1 HSEMARERE Ww yi Ri 
AR. FAR SAK ARAN IAA Ata FS OPA 反应 。 
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氨基 酸 分 析 仪 器 发 展 很 快 * 很 多 国家 都 在 生产 , 但 仪器 设计 的 基本 原理 并 未 改变 ， 基 
本 结构 也 一 样 。 现 以 日 立 835 型 氨基 酸 分 析 仪 为 例 , 表 示 其 流程 ( 见 图 4-2)。 录 以 恒定 的 
流量 输送 缓冲 液 和 曹 三 酮 试剂 , 自动 转换 阀 用 以 选择 输送 溶液 的 种 类 ,离开 柱 村 后 的 样品 
组 分 ,用 检测 器 检测 ,并 用 电位 计 式 记录 仪 绘 出 色谱 图 。 也 可 与 其 他 数据 处 理 装 置 相 连 。 
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4-2 。 835 型 高 速 氨基 酸 分 析 仪 的 流程 略图 
柱子 和 反应 管 应 该 恒温 ,以 保证 能 在 不 同 的 温度 下 工作 。 


(一 ) 氨基 酸 分 析 仪 的 结构 


1. 离子 交换 层 析 柱 。” 它 是 仪器 的 核心 ,氨基 酸 的 分 离 是 在 这 里 进行 的 。 早 先 仪器 
设计 是 双 柱 , 即 碱 性 柱 ( 短 柱 ) 和 酸性 .中 性 柱 〈 长 柱 )。 随 着 细 粒 度 的 树脂 的 使 用 , 仪器 采 
用 单 柱 , 内 径 为 2.6 毫米 左右 。 因 而 , 混 高 灵敏 度 , 进 样 量 减少 ,分 析 时 间 缩 短 。 

2. 泵 它 是 氨基 酸 分 析 仪 的 心脏 ,输送 缓冲 液 和 节 三 酮 试剂 在 流 路 系统 中 流动 。 
用 于 氨基 酸 分 析 仪 上 的 泵 主要 有 三 种 类 型 : 早先 使 用 复式 活塞 泵 , WIR ABER 或 注 
NAAR (ESR NIA 4-3 所 示 。 这 种 泵 能 够 输送 连续 的 ,然而 是 有 脉动 的 液 流 。 
可 以 加 设 缓冲 装置 消除 这 称 脉 动 。 


图 4-3 FERER 


3. 检 测 器 常用 的 是 光度 计 , 有 的 仪器 备 有 灵敏 度 更 高 的 荣光 检测 器 。 气 基 酸 AG 
萌 三 酮 反应 产物 在 570 纳米 , 440 纳米 处 有 最 大 吸收 峰 。 因 此 氨基 酸 分 析 仪 一 般 用 普 ; 
光度 计 。 光 源 最 简单 的 是 用 钓 灯 与 相应 的 滤 光 片 而 得 到 单 色 光 , 通 过 流动 池 , 因 氨基 酸 
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浓度 不 同 , 生 成 的 产物 颜色 深浅 不 一 ,消光 度 不 同 。 当 透 过 流动 池 的 光照 在 硒 (或 硅 ) 光 
电池 上 ,由 光电 池 把 光 能 转变 为 电能 ,以 信 号 (mV) 
方式 送 入 记录 磊 ， 被 记录 下 来 。 

现在 用 的 光度 计 多 数 是 双 光 束 , 见 图 4-4 所 示 。 
双 光 束 型 的 特点 使 光源 的 强度 变化 不 影响 输 出 ， 光 
源 用 的 电源 回路 简单 。 日 立 835 型 带 有 光度 计 。 用 
一 波长 700 纳米 作 参考 波长 ,可 同时 补偿 在 440 纳 
米 及 570 纳米 两 个 波长 的 测量 ， 使 基线 稳定 。 采用 
止 面 光栅 色散 , 见 图 4-5 所 示 。 

荧光 检测 器 ， 其 灵敏 度 高 。 最 简单 的 荧光 检测 器 的 构造 , 见 图 4-6 所 示 。 从 光源 发 
出 来 的 光 , 经 过 滤 光 片 , 照 在 试 样 溶液 上 ,从 试 样 深 液 发 出 荧光 经 滤 光 片 进入 受 光 器 。 


4-4 ， 双 光束 式 简 易 检测 器 
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1) 1a 3 tit 
图 4-5 日立 835 氨 基 酸 分 析 仪 附 有 光度 计 光 路 丁 图 4-6 简单 的 荧光 检测 器 


4, 程序 控制 器 氨基酸 分 析 仪 的 自动 化 ,是 通过 程序 控制 器 来 实现 的 。 近 其 的 程 
序 控 制 器 是 微型 电子 计算 机 式 的 。 如 835 型 氨基 酸 分 析 仪 。 把 编 好 的 程序 输入 并 贮存 于 
微型 电子 计算 机 中 ,可 录 在 磁卡 上 。 每 当 仪器 工作 开始 , 先 把 磁卡 揪 入 机 内 ， 仪 器 就 按 规定 
的 程序 指令 进行 分 析 。 若 仪器 某 一 部 分 的 状态 不 符合 要 求 , 错 误 灯 就 点 亮 ,及 时 纠正 。 

5. 数据 处 理 机 “氨基 酸 分 析 绘 出 层 析 图 谱 , 电子 计算 机 可 自动 地 校正 基线 ,自动 
地 收集 ,贮存 和 处 理 数 据 , 并 由 打印 机 直接 打出 样 号 分 析 上 日期、 氨基酸 名 称 、 保 留 时 间 、 峰 
高 , 峰 面积 \ 数 值 等 。 大 大 提高 了 分 析 效 率 , 使 氨基 酸 分 析 达 到 了 自动 化 。 


(=) 不 同型 号 仪器 的 性 能 


目前 生产 氨基 酸 分 析 仪 的 厂家 不 少 ,型 号 不 同 ,性 能 也 不 同 , 各 有 其 特长 ,但 具有 共同 
点 ;全 自动 化 ,分 析 柱 内 径 细 、 分 析 时 间 短 ,试剂 用 量 少 ,比较 经 济 , 仪 器 灵敏 度 高 ,样品 用 
量 少 。 适 用 于 难以 制备 ,尤其 是 生物 提取 物 。 但 也 存在 问题 如 树脂 填充 少 , 易 污染 , whit 
剂 样品 纯度 要 求 高 。 

1 日立 L-8500 型 ”全 部 用 微 处 理 器 控制 ,有 屏幕 显示 , 全 部 控制 过 程 一 目 了 然 ， 
仪器 部 件 运 转 不 正常 及 错误 输入 都 能 及 时 发 现 ,仪器 运转 用 磁带 卡片 输入 , 设 有 两 个 磁带 
卡 孔 ,高 速度 分 析 因 使 用 3 征 米 树脂 ,标准 氨基 酸 测定 30 分 钟 , 生理 体液 氨基 酸 测定 120 
分 钟 , 高 灵敏 度 使 用 部 三 酮 试剂 显 色 10pmol, 蒙 光 检 测 500fmol 。 分 析 方式 多 样 化 ; 5 种 
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剂 配制 说 明 书 都 有 说 明 , 用 户 自己 配制 ,这 样 既 方 便 又 便宜 。 维 修 仪器 方便 。 峰 能 正确 识 
别 , 设 有 未 知 样品 峰 面 积 比 峰 高 与 标准 峰 面 积 比 峰 高 之 间 百 分 比例 。 萌 三 酮 试剂 用 时 混 
合 , 所 以 试剂 不 需要 冷却 , 也 不 要 冰箱 保存 。 柱 温 加 热 及 反应 加 热 体系 是 电 加 热 ， 不 用 水 
浴 槽 ,从 而 体积 小 ,反应 温度 高 。 进 样 量 1 一 100 微 升 ,可 放 108 个 样品 ， 可 以 说 这 种 型 号 
仪器 在 当前 是 先进 的 。 

2. 日 立 835 型 日立 835 是 日 立 L-8500 前 一 型 号 ,是 我 国 进口 氨 基 酸 分 析 仪 最 
多 的 一 种 ,是 全 自动 并 由 微 处 理 器 控制 全 部 实验 条 件 ,有 故障 立即 停机 , 带 有 磁带 卡 ,但 只 
有 一 个 磁带 卡 孔 。 样 品 量 50 LST, 但 管道 中 要 消耗 200 微 升 , 所 以 不 利于 生物 提取 物 使 
用 。 柱 温 加 热 及 反应 温度 都 是 用 水 浴 模 加热 ,因而 体积 大 , 反应 温度 比 电 加 热 低 ,反应 时 
间 略 长 。 泵 是 单 头 微量 泵 ,采用 偏心 调节 ,需要 手 调 流量 , 泵 内 宝石 杆 坚硬 但 易 断 ,价格 昂 
贵 。 节 三 酮 试剂 检测 无 荧光 检测 ,试剂 需 保 存在 冰箱 内 。 离 子 交 换 树脂 5 微米 。 分 析 标 
YE SER fe 50 分 钟 ,生理 体液 2 小 时 。 这 类 仪器 适合 大 量 样品 的 测定 ， 农业 、 食 品 、 医 院 
常规 分 析 。 

3. 端 典 工 KB4400 氨基 酸 分 析 仪 ”全 自动 即 可 进行 无 人 自动 操纵 , 也 可 进行 手工 
操纵 。 数 据 处 理 系 统 可 迅速 而 精确 地 计算 结果 。 备 有 不 锈 钢 柱 , 柱 温 采用 电 加 热 , 可 用 直 
接 读数 的 控制 器 选 定 三 个 温度 。 自 动 进 样 器 是 一 种 带 有 机 内 冷却 式 的 , 它 可 容纳 72 个 样 
品 , 并 具有 一 个 优先 进 样 位 置 , 以 便 需 要 紧急 分 析 样 品 进行 优先 分 析 , 备 有 样品 赛 ,可 装 入 
”5 一 160 微 升 的 样品 ,并 编 有 号 码 。 忒 三 酮 试剂 放置 冰箱 内 ， 曹 三 酮 试剂 和 缓冲 液 瓶 内 充 
— 氮气 。 双 光束 光度 计 440 纳米 ，570 纳米 波长 可 分 别 记录 或 相 加 , 备 有 荧光 检测 器 。 设 有 
安全 保护 装置 , 当 仪 器 突然 停止 工作 , 状态 数字 显示 出 事故 的 原因 。 双 和 所 高 压 柱 塞 泵 , 流 
量 13.5 毫升 /时 和 135 毫升 /时 之 间 连 续 可 调 。 反 应 温度 采用 固体 加 热 系统 可 达 130°C. 
提供 “Ultropac 8 ”阳离子 交换 树脂 ,粒度 8.0 BOK. BRS MAM 20pmol 氨基 酸 , 荧 光 检 
测 2pmol 氨基 酸 。 蛋 白质 水 解 物 65 分 钟 , 生 理 体液 3 小 时 ,完成 全 分 析 。 

4. 联邦 德国 BIOTRCNIK LC5001 = 带 微 处 理 器 的 全 自动 。 生 理 体液 分 析 2 小 
时 , 蛋白 质 水 解 液 55 分 钟 。 节 三 酮 检测 5Opmol, 荧光 检测 10 pmol。 色 谱 柱 是 玻璃 柱 。 
固体 加 热 系统 , 蔓 三 酮 试剂 、 缓 冲 液 和 样品 放置 冷却 槽 内 ,这 样 可 长 期 保存 试剂 ,使 用 寿命 
长 ,保证 好 的 基线 ,游离 氨基 酸 样 品 在 低温 下 ,不 致 氧化 。 备 有 预 柱 , 柱 内 填充 对 所 有 高 亲 
和 力 的 树脂 ,缓冲 液 通过 此 柱 , 氮 被 吸附 ,最 后 氨 在 再 生 过 程 中 洗 脱 下 来 ,使 基线 平稳 。 样 
品 自动 进 样 器 可 放 100 个 样品 ,每 次 进 样 后 样品 定量 管用 有 机 溶剂 与 水 混合 液 清洗 ,并 用 
空气 干燥 。 用 玻璃 柱 可 以 很 清楚 地 看 见 树脂 填充 好 坏 , 但 不 能 耐 高 压 。 反 应 盘 管 可 以 自 
动 清洗 以 免 划 三 酮 试剂 沉积 在 管内 ,使 管 破裂 。 

5. 美国 BecApraar AAA 6300 氨基 酸 分 析 仪 ”全 自动 带 有 微 处 理 器 ,操作 简单 。 
自动 进 样 ,每 次 可 处 理 48 个 样品 ,试剂 及 样品 放置 在 冷却 器 内 。 蛋 白质 水 解 样品 0.5 小 
时 ,生理 体液 2 小 时 可 完成 全 分 析 。 柱 及 反应 管 由 固体 加 热 系 统 控 制 。 进 样 量 20 pmol。 


(=) 氨基 酸 分 析 仪 进展 


现代 氨基 酸 分 析 仪 从 以 下 几 个 方面 进行 改进 : 
1， 树 脂 粒度 减 小 ”粒度 大 小 直接 与 分 离 效 果 有 关 。 粒 度 : 200 微 米 -一 25 微 米 一 
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18 微米 ->10 微米 一 8 微米 -一 6 微米 一 5 微米 一 3 微米 。 
2. 色谱 柱 内 径 缩小 ”使 仪器 体积 减 小 。 
内 径 ，18 训 米 一 9 毫米 一 8 毫米 一 7 毫米 一 6 毫米 ->4.6 毫米 一 3 毫 米 一 2.8 BK 
2.6 毫米 一 1.75 BK. 
3. BER 最 初 的 仪器 用 低压 泵 ,压力 为 几 千 克 / 厘 米 * 。 现 在 为 200 千克 /厘米 ? 
左右 。 
4。 反 应 温度 提高 过 去 用 水 浴 加 热 , 温 度 为 98*C 。 现 在 发 展 电 加 热 130“c 左右 。 
反应 时 间 缩 短 。 
5。 自 动 进 样 样品 用 量 减少 。 过 去 几 毫 升 , 现 在 可 用 1 一 100 微 升 。 对 于 难得 到 
纯 品 的 生物 样品 是 十 分 有 利 的 。 
6. 试剂 耗 量 减 少 因 分 析 时 间 大 大 缩短 ,使 试剂 用 量 CER = BA) Ha 70 2 升 /时 到 
3.5 毫升 /时 ,大 大 地 降低 成 本 费 。 
7. 分 析 一 个 样品 时 间 短  ” 因 树 脂 粒 度 减 小 , 泵 压力 大 ,使 分 析 时 间 大 大 缩短 。 原 
来 24 小 时 1 个 样品 ,现在 只 需 0.5 小 时 ,大 大 提高 效率 。 
8. 采用 程序 控制 及 微 处 理 器 系统 ”使 仪器 全 自动 化 , 夜间 无 人 管理 工作 ， 仪 器 出 
现 故障 可 自动 停机 。 


(四 ) 氨基 酸 分 析 仪 的 应 用 

氨基 酸 分 析 仪 应 用 范围 很 广 , 工 \ 农 \ 医 \ 生 物 \ 地 质 等 领域 都 用 作为 分 析 手 段 。 

1. 蛋白 质 化 学 ”和 蛋白质 结构 测定 , 酶 反应 机 理 研 究 , 分 子 进化 研究 。 

2. 医药 ”代谢 失调 及 控制 ,细胞 生理 研究 ,药物 测定 。 

3. 营养 学 ”食品 组 成 。 人 体 需要 从 食物 摄取 蛋白 质 ,其 中 有 8 种 是 人 休 必 有 需 的 氢 
基 酸 ,必须 从 食物 中 摄取 。 

4. 其 他 ”考古 研究 ,地 质 年 代 研究 。 

目前 ,我 国 氨基 酸 分 析 仪 用 在 农业 、 水 产 、 食 品 方面 约 占 总 用 量 的 57% > Ain ROLE 

研究 占 14% » BEBE 11% » HARA ER th SE 1k, ER 
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氨基 酸 分 析 仪 是 大 型 全 自动 化 的 精密 的 分 析 仪器 。 为 了 测定 准确 ` 可 靠 使 用 寿命 
长 ,就 要 注意 正确 的 安装 、 使 用 ,保养 .维护 。 


(一 ) 仪器 安装 及 验收 


。 选择 合适 的 地 点 对 温度 、 湿 度 的 要 求 ” 因 环 噶 温 度 ,湿度 变化 对 仪器 性 能 有 影 

啊 。 sth hc hoaiatl 最 好 安装 上 空调 设备 ,使 室温 保持 在 254 5°C. Mar ABA 
光 直 射 , 仪 器 表面 板 与 墙 之 间 留 有 一 定 空间 ,便于 维修 。 
2. 防震 、 防 尘 、 防 腐 和 防 电 磁 干 扰 ”仪器 部 件 经 不 起 震动 ,应 安放 在 离 震动 源 远 点 

的 地 方 。 因 仪器 部 件 带 有 光学 元 件 及 计算 机 ,所 以 防 尘 是 十 分 重要 的 。 安 放 仪 右 房 间 尽 
量 避 免 腐 蚀 性 气体 ,样品 处 理应 在 另 一 房间 进行 。 仪 器 应 安放 在 远离 强 电磁 场 的 地 方 , 专 
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3. 开 箱 和 清点 ”首先 查 检 包装 件 是 否 有 损伤 , 仔细 打开 各 个 包装 ， 按 合同 单 和 装 
箱 单 清点 各 部 件 ,如 有 漏 缺 ,在 规定 目 期 内 与 厂商 联系 s 

4. 安装 ”仔细 反复 阅读 说 明 书 。 按 照 说 明 书 的 安装 要 求 , 连 接 电线、 检查 电 压 、 连 
接 各 部 件 , 安 装 完毕 后 ,仔细 对 照 说 明 书 检查 一 遍 , 确保 正确 , 方 能 通电 。 


(=) 仪器 的 维护 和 保养 

氨基 酸 分 析 仪 的 日 常 维护 和 保养 是 保持 仪器 性 能 的 一 个 重要 方面 , 是 延长 仪器 使 用 
寿命 的 不 可 少 的 手段 ,可 避免 发 生 大 的 故障 。 

仪器 分 两 大 部 分 : 流 路 系统 ,电路 系统 。 保 养 应 注意 下 列 几 点 : 1) 流 路 系统 各 接 头 
易 沉 淀 试剂 ,应 定期 清洗 。2) 新 配 缓冲 液 或 曹 三 酮 试剂 ,分 别 打开 泵 的 漏 液 阅 , 使 日 液 流 
出 新 液 代 替 。3) 每 次 分 析 结 束 前 ,应 让 缓冲 液 冲 洗 管 道 一 段 时 间 , 以 免 道 管 堵塞 。4) 开 机 
前 应 检查 恒温 水 浴 , 反 应 水 浴 的 水 位 .5) 长 期 不 开机 ,应 定期 开机 ,让 各 部 件 运 转 ， 防 止 管 
道 堵 塞 、 树 脂 发 霉 , 电 子 元 件 、. 兴 学 元 件 受潮 。6) 分 析 过 程 中 突然 断 电 ， 复 电 后 一 定 要 冲 
洗 管 道 , 避 免 管 道 沉积 结晶 而 堵塞 .7) 计 算 机 部 分 要 经 常 保持 清洁 ,延长 使 用 寿命 。 


(=) 氨基 酸 分 析 仪 验收 指标 
各 种 型 号 氨基 酸 的 质量 鉴定 ,一 般 用 下 列 指 标 检验 仪器 性 能 。 
1. Se 一般 以 Thr-Ser、GIy-Ala 分 离 情况 来 判断 。835 型 指标 ， 
Thr-Ser >70% 
Gly-Ala>80% 
2. 重 现 性 
(1) 峰 位 置 重 现 性 ;定性 分 析 要 求 仪器 性 能 稳定 ,组 分 出 峰 的 时 间 稳 定 。 连 续 分 析 
10 个 标准 样品 ,从 中 选 一 个 峰 , 求 其 在 图 纸 上 峰 位 置 (出 峰 保 留 时 间 ) 的 偏差 值 (CV) 。 
835 型 CV 41% 
《2) 峰 面积 重 现 性 ,定量 分 析 要 求 仪器 多 次 测定 同一 组 分 ,其 峰 面 积 相同 。 连 续 分 析 
10 个 标准 样品 ,从 Gly, HiS 中 选 一 个 峰 , 求 其 图 纸 上 峰 面积 的 偏差 值 CCV), 
835 型 CV 志 士 2.5% 
3. RHE 
835 型 ，30Pico Mol (对 于 ASP TiS 7E 100mV,S/N = 3 情况 下 )。 
4， 基 线 稳定 性 835 型 ， 漂 移 <2 格 /天 ,噪音 <0.5 格 ,温度 漂移 <3 HE/10C, 
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一 前 言 


蛋白 质 序列 仪 可 以 测定 蛋白 质 一 级 结构 或 测 出 部 分 结构 ,为 DNA 序 列 分 析 找 出 探 针 
顺序 。 还 可 用 于 鉴定 蛋白 质 纯度 、 鉴 定 人 工 合成 或 基因 工程 表达 的 活性 肽 产物 、 研 究 蛋 白 
质 结构 与 功能 的 关系 ,测定 蛋白 质 或 多 肽 的 活性 片断 \ 以 确定 底 物 与 酶 的 结合 位 点 及 催化 
位 点 。 此 外 虽然 DNA 顺序 测定 可 以 反 推 出 蛋白 质 一 级 结构 ,但 是 蛋白 质 序列 分 析 对 确定 
核酸 密码 中 蛋白质 序 列 的 起 始点 及 结束 点 ， 以 及 提供 蛋白 质 乙 酰 化 、 糖 基 化 、 磷 酸化 等 修 
饰 情况 ,信号 肽 或 蛋白 原 的 断裂 位 点 ,都 是 必 不 可 少 的 。 对 解释 蛋白 质 结晶 图 谱 ， 分 子 进 
化 分 支点 的 确定 ,分 子 遗传 病 的 机 制 也 很 重要 。 因 此 ,蛋白 质 序列 仪 在 农业 \ 生 物 工程 、 医 
药学 .遗传 学 及 基础 科学 研究 中 都 是 不 可 缺少 的 手段 。 

FAZE 1950 年 , Sanger 用 2,4- 二 硝 基 氟 葵 法 手工 测定 胰岛 素 51 个 氨基 酸 残 基 的 多 肽 
序列 ,共用 了 十 年 时 间 , 消耗 了 100 克 样 品 。 同 年 Pehr Edman 发 表 了 用 Edman 降解 法 测 
定 肽 中 氨基 酸 序列 的 论文 CD] 。 根 据 这 个 方法 的 原理 ，1967 年 他 和 Begg ate 
TW ER ARF MN Mee) ， 从 些 开始 了 用 自动 化 仪器 分 析 蛋 白质 序列 的 新 纪元 。1970 
年 测定 一 个 蛋白 质 样品 约 需 一 年 时 间 ,消耗 约 1 克 样 品 ,1980 年 测定 蛋白 质 序列 只 需 1 训 
克 样 品 , 约 用 一 周 时 间 , 到 1985 年 已 有 近 两 千 多 个 蛋白 质 测 出 序列 ,这 是 与 应 用 蛋白 质 序 
列 仪 分 不 开 的 。 


二 、 人 简单 原 理 


蛋白 质 序列 仪 是 利用 埃 德 曼 (Edman) 降解 法 , 将 氨基 酸 从 和 蛋白质 的 氨基 末端 CN AS 
端 ) 逐 个 降解 下 来 ， 并 将 其 转化 为 性 能 较为 稳定 的 PTH ASEM, 其 主要 反应 可 分 为 3 个 
步骤 。 
(一 ) 偶 联 


蛋白 质 或 多 肽 分 子 在 三 甲 腕 碱 性 条 件 下 区 (PITC) Ri, + MAGA 
栈 硫 脲 蛋白 质 (PTC 蛋白 质 ) ,反应 如 下 ; 
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H H 


H,N 4 N N 
Nae ‘d mays BS ee 
ZL NA 8 Lo 
Gis ek = eel ae (CH,),N Sy 
L I N NH 
NA BAR R,—CH 
Pa oo 
C=0 C=0 
O O 
PITC 蛋白 质 PTC-E AK 
(=) 断裂 


PTC & A RA= FA CBE A» WE TAR ES OR OR Bd ER (ATZ- 氮 基 酸 ), 反 应 
OF s | 


H 1 H 
N N 
a oN ue ee NH, 
C pee Fs) . es 7 
NN 二- 
sf ay CF,COOH al sae 世 < 
Pai ay Preis * a 
fi 
R © 
> 
c=0 
G 
PTC- 蛋白 质 ATZ- 氨 基 酸 少 一 个 氨基 酸 的 蛋白 质 


(=) 转化 


ATZ 氨基酸 十 分 不 稳定 ,在 三 氟 乙 酸 水 溶液 中 转化 成 为 较为 稳定 的 PTH 氨基酸, 反 
应 如 下 : 


O 
Il 
C 
H Aue 
2 ~ oe MS ty 
on ar | X. CF,COOH 
| 7 A CHER: or | | C 一 NH 
2 pS p> « 
SN 
ATZ- 氨 基 酸 TEA PTH REM 


第 二 步 与 第 三 步 反 应 不 能 合并 , Ay = A ZR KY SS IK BD Ho 

PTH 氨基 酸 经 薄 层 层 析 或 高 效 液 相 层 析 鉴定 , 少 一 个 氨基 酸 的 蛋 上 白质 又 经 Edman 降 
解 断 下 。 由 此 可 以 从 蛋白 质 的 氨基 末端 分 析 氨 基 酸 在 蛋白 质 中 的 排列 顺序 。 

用 20 pmol 鲸 肌 红 蛋白 ， 经 气相 蛋白 质 序列 仪 和 120A PTH 氨基 酸 分 析 仪 历 得 的 第 
6\13、22 个 氨基 酸 高 效 液 相 图 谱 如 图 5-1, 标准 PTH 氨基 酸 图 庶 如 图 5-2。 
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光 吸 收 ( 


8 “70 和 
注射 后 的 分 钟 数 
第 6 ,13,22 个 氨基 酸 实际 高 压 液 相 层 析 谱 分 析 样 品 为 20pmo1l。 资 料 显示 470A 型 蛋白 质 序列 仪 的 灵敏 度 与 低 干 扰 。 
图 5-1 标准 PTH 氨基 酸 层 析 图 谱 


100pmol PTH ”标准 样品 
2.Imm 直 径 PTH-C18 柱 


光 吸 收 (269nmy) 


时 间 ( 分 钟 ) 
图 5-2 标准 PT 五 氨基 酸 层 析 图 谱 

在 形成 PTH- 氨 基 酸 时 ,有 时 某 个 氨基 酸 残 基 会 产生 一 个 以 上 的 洗 脱 峰 。 其 原因 是 
天 门 冬 酰 胺 或 谷 氨 酰胺 在 反应 时 常常 会 有 10% 的 氨基 酸 残 基 脱 氨 , 生成 相应 的 PTH 天 
门 冬 氨 酸 和 PTH FAR, 

谷 氮 酸 在 用 三 所 乙酸 ,水 系统 转化 时 有 另 一 未 知 副 产 物 洗 脱 峰 在 茶 丙 氨 酸 旁边 天 门 
冬 氮 酸 用 上 述 系统 转化 时 在 纺 氨 酸 后 也 有 另 一 洗 脱 峰 。 

丝氨酸 与 还 原 剂 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 反应 后 产生 DTT-PTH- 丝氨酸 , 在 丙 氨 酸 附 近 


有 另 一 个 洗 脱 峰 。 
DARA DTT PAE > PTH- 苏 氨 酸 衍生 物 , 出 现在 PTH- 酷 氮 酸 峰 的 前 后 共 约 5 
个 小 峰 。 


半 胱 氨 酸 需 经 羚 甲 基 化 或 其 他 方法 修饰 后 才 会 有 洗 脱 峰 。 若 未 经 修饰 则 测 不 出 相应 
的 PIH 氨基 酸 ,假如 氨基 酸 残 基 被 糖 基 化 也 常 测 不 出 其 组 成 的 峰 。 
从 层 析 图 谱 中 还 可 以 看 到 一 些 非 PIH 氨基 酸 的 吸收 峰 , 它 们 是 Ednman 降解 的 副 反 
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应 产物 ，DPTU、.DMPTU、DPU。 产 生 它 们 的 反应 如 下 : 
1, 产生 DPIU 的 反应 


S 
phot, nay és 
YY OO OO 
\f \ \7 V4 EL 
PITC Hz;O DPTU 


ay heh ESAT ASS RARE ATK Uh Sable DPTU FENG. 
2, 产生 DMPTU 的 反应 


S CH. 
- H ae 3 
Mie sak BS) | ahaa 
| | Pet hat ker CH, 
\/ » CH \/ 
PITC DMA DMPTU 
当 三 甲 胺 试剂 放置 时 间 过 长 ,就 会 产生 二 甲 胶 ,使 DMPTU 产量 升 高 。 
3 DPU 的 产生 
S O 
{I 1] 
a ; {LS ae ee oY, iy 
\ \ So 
DPTU DTU 


当 氨 气 中 含有 氧 或 漏 气 , 都 会 使 DPU 副 产 物 增高 。 

在 气相 和 蛋白质 序 列 仪 中 可 以 由 异常 的 副 产 物 来 判断 仪器 是 否 运转 正常 。 

若 DPIU 异常 高 ,其 原因 可 能 是 ， 1) R 贮 液 瓶 不 干燥 。2) 没 有 很 好 的 冲洗 管道 。3) 输 
TE TT TEU 24) 管道 连接 不 好 使 水 气 进入 。5) 反应 室 封闭 圈 不 好 或 没有 压 紧 使 反应 室 漏 
或 有 死 体积 。6) Si 和 S. 溶剂 没有 很 好 的 洗 去 PITC 及 副 产 物 。7) 更 换 氨 气 后 没有 清除 管 
道中 空气 的 水 分 。 

DMPTU 升 高 的 原因 是 : 1) R. 放置 时 间 过 长 分 解 。2) 输 送 阀门 堵塞 。 

DPU 过 高 其 原因 可 能 是 ，1) 反 应 器 漏 气 。2) 密 封 圈 不 好 或 压 的 不 够 紧密。3) Ri 反应 
HIS YL 4) R, 供应 过 量 。5) 换 氨 气 后 没有 冲洗 管道 。 


三 、 仪 登 种 类 及 简单 结构 


和 蛋 日 质 序列 仪 可 分 为 液 相 ( 旋 转 杯 ) 蛋 白质 /多 肽 序列 仪 , 固 相 和 蛋白质/ 多肽 序 列 仪 及 
”气相 蛋白 质 序 列 仪 , 脉 冲 式 液 相 蛋白 质 序 列 仪 。 


(—) 液 相 (旋转 杯 ) 蛋 白质 /多 肽 序列 仪 


根据 Edman 自动 旋转 杯 原理 ，Beckman 公司 从 1969 年 即 开始 生产 推销 890 型 蛋白 
质 序列 仪 系列 产品 , 还 有 日 本 Jeol, YE Socosi 和 美国 litron 都 生产 可 供 商 品 的 序列 仪 ， 
其 中 Beckman 890C 型 应 用 最 广泛 , 至今 改 进 成 890M 型 微量 蛋白 质 / 多 肽 序列 仪 。 每 次 测 
定 所 需 样 品 , 从 最 初 250nmol, 最 适 肽 长 度 为 25 个 氨基 酸 残 基 到 现在 24 FF 100 一 200pmol 
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样品 即 可 测定 。 

蛋白 质 或 多 肽 加 入 旋转 杯 中 ,经 Edman 降解 ,真空 干燥 除去 溶剂 后 , 蛋 自 质 或 多 肽 形 
成 薄膜 , 贴 在 旋转 杯 反 应 器 上 ,从 蛋白质 或 多 肽 N 末 端 断 下 来 的 ATIZ 氨基 酸 , 则 由 氯 丁 烧 
抽 提 出 来 进行 分 析 。 每 个 氨基 酸 残 基 分 析 需 60 分 钟 , 并 有 微型 电子 控制 器 , 液 相 蛋白 质 / 
多 肽 序列 仪 测定 时 需 大 量 纯化 试剂 ,一 些小 肽 及 茧 水 肽 易 从 抽 提 中 损失 。 

液 相 (旋转 杯 ) 蛋 白质 /多 肽 序列 仪 的 简单 结构 见 图 5-3， He HEP OL PT. 
收集 器 等 组 成 。 


图 5-3 WH (HEE) 蛋白 质 / 多 肽 序列 仪 简单 结构 图 
A 旋转 杯 ，B 马达 ，C ewe, D.M.N WN, E wn, F 部 分 收集 器 , P R. Q SRA, 


(=) 固 相 蛋 白质 /多 肽 序列 仪 

1971 年 Lauisen 首先 设计 了 固 相 蛋白 质 序列 仪 ,由 英国 LKE 公司 生产 的 4020 型 蛋白 

质 序列 仪 , 美 国 SEQUEMAT 10 和 12 型 ,法 国 SOCOSI PS300 型 都 属于 这 一 类 型 , 它 主 要 

特点 是 应 用 聚 乙烯 等 固 相 支持 物 将 所 需 测定 的 少 于 30 个 氨基 酸 的 多 肽 的 羧基 端 偶 联 在 

层 析 柱 上 ,然后 再 进行 Eaman 降解 反应 。 这 个 仪器 可 以 不 需要 十 分 纯 的 试 章 ; 六 有 主 可 以 防 

止 小 肽 被 有 机 溶剂 冲洗 掉 。 但 是 蛋白 质 中 的 谷 氮 酸 因 7- 羧 基 结合 在 树脂 上， 使 之 无 法 
Na(50PST © 


程序 器 


图 5-4” 固 相 蛋 白质 /多 肽 序列 仪 简单 结构 | 
Bxke®, C MM: F mais, CG i, Pa, Rem, VSN, 
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WH) es FP TAR AR Ae FE — A BE AM, TMT ER PE Ee BRR IT» BE JOE hs SE ak BE 
大 ,每 次 需要 100 纳 克 蛋白 质 样品 ,最 适 肽 长 度 为 10 一 15 个 氨基 酸 残 SE. fe 定 PTH-A 


基 酸 的 方法 是 薄 层 层 析 。 
仪器 的 简单 结构 见 图 5-4。 由 柱 ` 气 瓶 、 部 分 收集 器 \ 泵 \ 贮 液 瓶 ,阀门 等 部 分 组 成 。 


(=) 气相 蛋白 质 序列 仪 

1978 年 Hunkapiller M.W. 和 Hood L.E. 外 改进 了 蛋白 质 序列 仪 。 他 们 用 Polybrene 
作为 蛋白 质 的 载体 ,高 效 液 相 层 析 分 析 PTH 氨基 酸 , 在 1980 年 , 美国 应 用 生 物 系 统 公 司 
(Applied Biosystems) 推出 J 470A 型 气相 蛋白 质 序 列 仪 。 

蛋白 质 或 多 肽 放 在 反应 器 的 滤 膜 上 ,反应 器 由 两 个 光滑 玻璃 柱 空隙 组 成 , 体积 为 160 
FH. BAKA PITC 作用 后 由 纯 的 气相 三 氟 乙 酸 降 解 , 切 下 的 氨基 酸 残 基 经 氯 丁 烷 提 
取 , 转 移 至 容积 为 1 毫升 的 转化 器 中 ,经 三 所 乙酸 转化 成 PIH 氨基 酸 。PTH AHEM 被 自 
动 输送 到 120A 型 PTH AERA, 用 高 效 液 相 逆 相 层 析 法 鉴定 , 无 须 手 工 操作 。 
ZAK PTH 氨基 酸 分 别 收集 在 收集 器 的 离心 管 中 , 以 备 后 患 。 此 仪器 可 以 分 析 10 一 100 
pmo! 和 蛋白质 或 多 肽 样品 的 氨基酸 序列 ,每 步 的 收 率 达 92% 。 若 用 1 nmol 以 上 和 蛋白质 或 
多 肽 样品 ,每 步 的 收 率 达 94% WE. 

470A 型 气相 蛋白 质 序 列 仪 的 特点 如 下 : 

(1) 试剂 与 溶剂 是 由 氮气 推送 , 有 特殊 的 阀门 控制 , 所 以 避免 了 试剂 之 间 的 相互 污 
妆 , 辐 时 也 减少 试剂 的 消耗 ,降低 了 测定 成 本 ,所 用 试剂 为 液 相 蛋白 质 序列 仪 的 10 一 20%。 

(2) 反应 是 在 恒温 器 中 进行 ,保证 了 最 佳 反应 条 件 及 可 重复 性 。 

(3) 由 电脑 控制 整个 操作 ,可 自动 检查 每 个 电子 零件 ,阀门 开关 .电源 、 加 热 装 置 及 部 
分 收集 器 的 性 能 。 由 荧光 屏 显 示 每 一 步骤 进行 的 情况 。 并 可 贮存 18 种 不 同化 学 循环 程 

(4) 部 分 收集 如 能 依据 记忆 自动 转 到 适当 位 置 。 

(5) 有 两 个 氨 气 瓶 , 当 第 一 个 毛 气 瓶 压 力 稍微 降低 时 , 另外 后 备 毛 气 瓶 自动 打开 , Ak 
续 供 应 氨 气 。 

(6) 三 甲 胺 与 纯 三 氛 乙 酸 以 气相 输送 。 

(7) PTH 氨基 酸 可 自动 输送 至 120A WM PTH 氮 基 酸 分 析 仪 中 分 析 。 

(8) 反应 步骤 分 别 在 反应 器 或 转化 器 中 进行 。 

气相 蛋白 质 序列 仪 的 简单 结构 见 图 5-5,， 由 电脑， 反应 器 , 转化 器 .无 间隙 阀门 、 部 分 
收集 器 、 控 温 器 , 贮 液 瓶 等 部 分 组 成 。 


(四 ) 脉冲 式 液 相 蛋 白质 /多 肽 序列 仪 


1986 年 美国 应 用 生物 系统 公司 又 推出 477A 型 脉冲 式 液 相 蛋白 质 /多 圾 序列 仪 。 仪 
器 的 基本 结构 特点 与 470A 气相 蛋白 质 序列 仪 相似 ,分 反应 器 及 转化 器 部 分 ,并 由 120A 型 
PTH 氨基 酸 分 析 仪 测定 蛋白 质 氨基 酸 末 端 , 只 是 增加 了 以 下 新 的 特点 ; 

(1) 由 液 相 供应 三 氟 乙 酸 及 三 甲 胺 ,使 供应 试剂 量 更 为 精确 。 

(2) 可 以 改变 反应 器 和 转化 器 温度 程序 及 改变 测定 蛋白 质 序列 的 程序 。 

《3) 临时 停电 后 ,可 记忆 停电 前 操作 程序 ,以 便 电 源 恢 复 后 继续 运行 。 
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废物 
图 5-5 “气相 蛋白 质 序列 仪 简单 结构 
(4) 自动 清洗 阀门 及 管道 。 


(5) 有 电脑 数据 处 理 机 ,可 以 自动 读 出 蛋白 质 序列 , 进行 产 率 计算 , 并 且 可 以 显示 层 
析 时 间 , 自动 打印 层 析 图 谱 。 


蛋白 质 序 列 仪 的 比较 见 下 表 : 
蛋白 质 序列 测定 方法 的 比较 

测定 方法 最 适 肽 大 小 ft ce if 论 
手工 测定 5—10K ER 50 设备 简单 ， 便 宜 ， 需 特殊 经 验 
因 相 序列 信 15 100 需 贵 重 仪器 和 特殊 经 验 ， 试 剂 要 求 不 高 
液 相 序列 仪 20 一 25 100 一 250 需 贵重 仪器 和 大 量 高 质量 试剂 及 特殊 经 验 
气相 序列 仪 30 一 50 0.1 一 ! 需 贵重 仪器 和 高 质量 试剂 及 特殊 经 验 
质谱 仪 ， Ra av a 100 需 贵重 仪器 和 特殊 经 验 
脉冲 式 液 相 序列 仪 30 一 50 0.1 一 ! 需 贵 重 仪器 和 高 质量 试剂 


由 上 看 出 手工 测序 不 需要 昂贵 仪器 ,可 以 测定 5 一 30 个 氨基 酸 残 基 顺 序 , 由 于 不 能 避 
免 氧化 脱硫 反应 使 回收 率 较 低 。 液 相 (旋转 杯 ) 序 列 仪 。 最 初 每 次 需 样 品 100 一 250 mmoj, 产 
率 可 达 96% , 现 可 降 至 需 100 一 200 pmol 样品 ,可 测 较 长 的 肽 , 但 疏水 性 水 肽 容易 损失 。 
固 相 顺 序 仪 ,克服 了 朴 水 小 肽 丢失 的 缺点 ,所 需 溶剂 质量 要 求 不 高 ,但 操作 较 麻 烦 ,每 次 需 
将 样品 偶 联 在 固 相 支 持 物 上 , 产 率 常常 较 低 , 有 时 只 有 20 一 30% ,所 以 应 用 不 麻烦 。 气 相 
蛋白 质 序列 仪 及 脉冲 式 液 相 序列 仪 ,所 需 样 品 少 ,回收 率 高 ,操作 也 较 简 便 , 所 测定 氨基 栈 
残 基 较 长 ,消耗 试剂 量 也 较 少 ,可 以 自动 连续 测定 。 脉 冲 式 液 相 序列 仪 还 可 自动 读 出 所 分 
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四 、 实 验 室 要 求 及 所 需 附件 


(一 ) 实验 室 要 求 

(1) 470A 型 气相 蛋白 质 序列 仪 所 安放 的 实验 室 必 须 有 一 个 通风 柜 以 排 废气 。 

(2) 实验 室温 度 应 在 20"C， 误 差 为 土 3"C。 

(3) 470A 型 气相 蛋白 质 序列 仪 , 宽 47 厘米 ,高 76 厘米 ,长 97 厘米 . 重 175 千克 ,加 
上 120A 型 PTH 氨基 酸 分 析 仪 , 宽 53 厘米 .长 83 厘米 ,高 37 厘米 . 重 59 Pd, 实验 室 必 
— 须 有 足够 大 的 实验 台 放 上 述 仪器 。 另 外 ,还 需 有 足够 的 位 置 放 3 一 4 个 贮 气 瓶 ， 典 型 的 安 
排 方式 如 图 5-6 所 示 。 


“ 97cm 
0.4kg/em? 9.9; 20 2 
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建议 最 佳 大 小 : 
182X76 一 cm 
(6’ X30”) 


Al5-6 470A 型 气相 蛋白 质 序列 仪 


(=) 附件 要 求 

购买 470A 型 蛋白 质 序列 仪 或 477A 型 脉冲 式 液 相 蛋白 质 序列 仪 , 还 必须 BC 有 120A 
型 PTH 氮 基 酸 分 析 仪 及 记录 器 , 记录 器 可 以 是 普通 的 层 析 记录 器 , 也 可 以 是 900 型 数据 
处 理 机 。 

此 外 还 需 两 个 高 纯 氨 气 瓶 及 1 一 2 个 高 纯 氮 气 瓶 ， 氨 气 瓶 供 蛋 白质 序列 仪 用 , 氮 气 
瓶 用 于 清洗 管道 及 用 于 供 120A 型 氨基 酸 分 析 仪 自动 开关 注射 器 用 。 第 一 个 贮 气 瓶 压力 
为 2.9 一 4.4 公斤 /厘米 * ,第 二 个 贮 气 瓶 压力 应 低 于 第 一 个 贮 气 瓶 ， 约 为 0.22 一 0.29 公 
It / FER? . 


(=) 试剂 要 求 

470A 型 气相 蛋白质 序 列 仪 需要 试剂 如 下 : 

Ry: 5% F# Wit AUR AE BIE BEEP. Re: 12.5% 三 甲 胶水 溶液 。R,: 三 所 乙酸 。R4A: 
25% 三 所 乙酸 。 Rs: Gin o Sis IE BEE. So: 乙酸 乙 酯 。 S33 ART Geo Sap? Gliie 必须 
是 高 度 纯化 的 试剂 。 

除 Ro 必须 在 4°C 保存 外 ,其 余 试 剂 和 溶剂 可 保存 在 15-—20°C AMAL 

做 750 次 循 环 (cycle) 需 Si 4 iit» S21 iit» S 3 HA > Siz 5 ii» Ri 3 HK» R, 5 iit» R, 2 HH » 
Ria 3 Hil, R53 Jil. 

e §5 -« 


此 外 还 需 Biobrene — FFA 10 次 ,反应 器 密封 圈 与 滤 膜 , 19 种 标准 PTE 氨 基 酸 ， 
PTH—C18 层 析 柱 , 柱 外 套 、 乙 有 睛 、5% PARI, 3 mol/L 乙酸 缓冲 液 (pH4.6)3 mol/LZ 
酸 缓冲 液 (pH3.8),，DMPTU 外 标 物 等 试剂 。 


五 、 对 蛋白 质 样品 的 要 求 


为 了 能 测定 蛋白 质 或 多 肽 的 一 级 结构 ， 必 须要 求 蛋 白质 或 多 肘 纯度 在 95% 以 上 ,无 
盐 。 分 子 量 一 致 。 氮 基 酸 组 成 一 致 。 表 现在 育 丙 烯 酰胺 SDS 电泳 一 条 带 ， HPLC 中 均一 
峰 。 在 提纯 过 程 中 ,生物 活性 不 再 提高 。 

并 且 要 求 蛋白 质 或 多 肽 只 含有 一 个 氨基 末端 , 凡 含有 多 个 氨基 末端 或 氨基 末端 被 封 
闭 , 都 不 能 直接 测定 。 例 如 , N-FP BEL N- ZBL. BAAR. RAIGIK. WAR, ER 
氨 酸 , 需 经 修饰 后 才能 测定 。 和 蛋白 质 若 用 羧 甲 基 化 或 过 甲酸 氧化 ,更 有 利于 测定 。 

在 应 用 蛋白 质 序 列 仪 测定 以 前 ,最 好 先 作 以 下 实验 。 

C1) 测定 蛋白 质 的 分 子 量 , 以 确定 被 测定 蛋白 质 中 氨基 酸 的 数目。 

(2) 测定 氮 基 酸 组 成 ,由 和 蛋白质 中 氨基 酸 组 成 可 确定 酶 解 或 化 学 裂解 分 肽 途径 ,还 可 
确定 用 蛋白 质 序 列 仪 的 操作 程序 ,以 提高 形成 PTH 氨基 酸 的 回收 率 。 

(3) 若 蛋 白质 含有 二 个 或 多 个 亚 单位 ,或 肽 链 , 则 必须 分 开 。 在 测 氨基 酸 顺 序 时 ， 每 
个 分 开 的 肽 链 作为 单独 一 个 样品 进行 测定 。 

(4) 和 蛋白质 的 半 胱 氨 酸 之 间 的 二 硫 键 必须 还 原 , 游 离 的 硫 氢 基 必 须 保 护 ,因为 他 们 在 
反应 过 程 中 十 分 容易 再 氧化 成 二 硫 桥 , 造 成 分 析 的 困难 。 为 此 二 硫 键 最 好 用 羧 甲 基 化 还 
原 或 过 甲酸 氧化 有 利于 序列 的 测定 。 
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电泳 是 带电 粒子 在 电场 中 的 泳 动 。 它 不 仅 是 一 种 现象 ,也 是 一 种 有 效 的 分 离 方 法 和 
技术 。 电 泳 法 就 是 利用 各 种 带电 粒子 在 电场 中 迁移 的 差别 来 进行 分 离 的 方法 。 带 电 粒 子 
如 以 是 小 的 离子 ,也 可 以 是 生物 大 分 子 , 如 蛋白质、 核酸 、 病 毒 颗 粒 、 细 胞 器 、 细 胞 等 。 它 们 
在 电场 中 迁移 的 特性 取决 于 粒子 的 形状 和 大 小 ,所 带电 荷 的 性 质 和 数目 ,介质 的 阻力 以 及 
电场 的 强度 。 

电泳 现象 虽然 早 在 150 多 年 前 就 已 发 现 , 但 它 作 为 一 种 分 离 分 析 方 法 是 1937 年 瑞典 

科学 家 Tiselius 建立 了 “ 移 界 电泳 法 (moving boundary electrophoresis)” 后 才 不 断 得 到 发 

Jo Tisclius 对 现代 电泳 技术 的 创立 作出 了 卓越 的 贡献 。 他 成 功 地 用 “ 移 界 电泳 法 ?将 血清 
蛋白 质 分 成 5 个 主要 成 分 , 即 清 蛋白 ,oa-.c-、?3- 和 7y- 球 蛋白 。 他 设计 的 世界 上 第 一 台 “ 自 由 
电泳 仪 " 使 人 们 对 血清 蛋白 的 了 解 迈 进 了 一 大 步 。 他 也 因此 在 1948 年 荣获 诺 贝 尔 奖 金 。 

Tiselius 电泳 仪 比 较 晶 贵 。 且 由 于 自由 溶液 受热 后 发 生 密度 变化 , 产生 对 流 , 使 区 带 
扰乱 ,分 辩 率 不 高 。 故 继 芒 糖 密度 梯度 以 后 ,50 年 代 开 始 寻 找 合 适 的 电泳 支持 介质 ,如 波 
纸 * 栈 酸 纤 维 素 薄膜 ,淀粉 等 。 特 别 是 60 年 代 后 ,由 于 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 具 有 很 高 的 化 学 稳 
定性 * 低 的 电 内 活 和 高 分 辨 率 , 因 此 被 广泛 使 用 。 了 琼脂 糖 凝 胶 虽 然 稍 逊 于 聚 丙烯 酰胺 , 但 
仍然 下 失 为 大 分 子 电泳 分 离 的 理想 支持 介质 。 

现在 电泳 法 已 成 为 生物 化 学 ,免疫 学 .分 子 生 物 学 实验 室 以 及 与 这 些 基础 科学 密切 有 
关 的 医学 \ 农 、 收 ` 渔 业 \ 制 药 及 某 些 工 业 分 析 中 必 不 可 少 的 技术 。 特 别 是 作为 80 年 代 技 、 
术 革 命 标 志 之 一 的 生物 工程 ,有 许多 环节 都 离 不 开 各 种 类 型 的 电泳 分 离 技术 。 因 此 ,电泳 
法 必然 会 在 基础 生物 科学 的 研究 中 ,在 国民 经 济 的 发 展 中 以 及 在 医疗 保健 事业 中 发 挥 日 
益 重 要 的 作用 。 ag 


二 、 电 访 分 离 的 原理 


在 直流 电场 中 ,带电 荷 的 粒子 向 带 符号 相反 的 电极 移动 , 称 为 电泳 。 旱 期 的 电泳 是 将 
带电 粒子 的 迁移 率 作为 唯一 的 分 离 基础 。 在 电泳 过 程 中 ,一 方面 具有 不 同 电泳 迁移 率 的 
成份 逐渐 分 离 。 另 一 方面 在 迁移 过 程 中 由 于 扩散 区 带 变 宽 影 响 分 辨 率 , 加 之 电流 通过 介 

质 时 产生 的 热 以 及 支持 介质 所 带电 荷 引 起 的 电 渗 现象, 更 使 分 辨认 下 降 。 为 了 提高 分 状 
Ky 主要 着 眼 于 消除 欧姆 热 和 寻找 电 活 低 的 介质 , 改进 加 样 方法 ,使 起 始 区 带 变 窗 。 为 了 
消除 热 , 采 用 各 种 冷却 的 办 法 ,使 电泳 层 尽 可 能 薄 。 聚 丙烯 酰胺 是 理想 的 低 电 渗 介 质 。 而 
且 凝 胶 的 使 用 使 在 电泳 过 程 中 引入 了 一 个 新 的 分 离 因素 ， 即 分 子 得 效应 。 聚 两 炳 BCH BE 
胶 是 由 化 合 物 的 单 体 聚合 而 成 的 。 凝 胶 透 明 , 有 一 定 的 机 械 强 度 , 并 可 配制 成 具有 不 网 孔 
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径 大 小 的 各 种 浓度 。 凝 胶 的 孔 可 大 到 允许 分 子 量 为 20 一 30 万 的 蛋白 质 分 子 通过 。 但 若 
凝 胶 浓 度 太 低 , 则 强度 差 , 不 便 操作 ;所以 在 分 离 大 分 子 , 如 巨 球 蛋白 ,免疫 球 蛋白 ,核酸 和 
病毒 颗粒 时 ,就 需 用 孔 度 更 大 的 琼脂 糖 凝 胶 。 天 然 琼 脂 中 含有 带 硫酸 根基 团 的 组 分 ,引起 
电 内 渗 , 所 以 用 于 电泳 的 琼脂 糖 必须 先 除 去 这 些 基 团 。 琼 脂 糖 特别 适合 于 作 免 疫 电泳 的 
支持 介质 。 

由 于 有 聚 丙 燃 酰胺 凝 胶 的 迁移 率 和 分 子 筛 的 作用 ,使 电泳 的 分 辨 率 有 了 明显 的 HE To 
为 了 进一步 提高 分 辨 座 , 人 们 又 改进 了 各 种 电泳 方法 。 倒 如 利用 在 两 种 不 连续 缓 冲 液 办 
面 上 样品 会 发 生 浓缩 的 原理 ， 建立 了 盘 状 电泳 方法 和 仪器 。 将 凝 胶 制 成 浓度 梯度 BE» 可 
以 扩大 分 子 得 效应 , 称 为 梯度 凝 胶 电 泳 。 在 凝 胶 中 添加 SDS 或 其 它 去 污 剂 ,可 以 使 蛋白 质 
解 聚 ,将 蛋白 质 拆 分 成 亚 单位 * 这 种 电泳 方法 常用 于 测定 蛋白 质 分 子 量 。 利 用 凝 胶 中 的 
pid 梯度 使 各 种 蛋白 质 按 等 电 点 浓 集 在 各 自 的 等 电 点 处 来 进行 分 离 的 方法 , 称 为 等 电 聚 焦 
电泳 。 将 不 同 原 理 的 凝 胶 电泳 作 二 维 组 合 就 成 为 各 种 形式 的 双向 电泳 。 如 将 一 样品 进行 
等 电 聚 焦 后 ,再 在 90° 方向 进行 SDS 电泳 分 离 , 称 为 双向 电泳 。 双 向 电泳 的 分 辩 率 极 高 ， 
如 果 配 以 高 灵敏 度 的 染色 方法 ( 银 染 色 法 ) 可 分离 出 1 000 个 以 上 的 斑点 。 这 一 方法 对 于 
了 解 基因 表达 产物 ,和 蛋白酶 解 图 谱 等 工作 提供 了 有 力 的 分 析 手 段 。 另 外 基于 抗原 的 电泳 
迁移 率 以 及 与 抗体 的 专 一 性 免疫 沉淀 的 琼脂 糖 免疫 电泳 ， 可 以 在 临床 和 研 完 实验 中 作为 
抗原 和 抗体 的 免疫 学 研究 的 重要 手段 。 
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电泳 仪 是 生化 实验 室 常用 的 小 型 生化 分 析 仪器 。 种 类 很 多 。 随 着 技术 的 不 断 发 展 ; 
电泳 仪器 的 分 析 对 象 也 越 来 越 专 一 化 。 按 形式 可 以 分 为 垂直 型 和 水 平 型 。 按 分 析 对 象 可 
分 为 蛋白 质 分 析 用 、 核 酸 分 析 用 、 细 胞 分 析 用 。 按 功能 可 分 为 制备 ,分 析 , 转 移 ` 浓 缩 等 。 
(一 ) 甜 直 管 型 分 析 盘 状 电泳 仪 
”尽管 由 于 电泳 技术 的 不 断 发 展 , 这 种 电泳 仪 已 趋 于 被 淘汰 的 趋势 。 但 盘 状 电泳 仪 结 
构 简单 ,操作 方便 ,所 以 在 国内 实验 室 中 仍 被 广泛 使 用 。 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 析 盘 状 电泳 法 
是 以 Ornstein 和 Davis 的 理论 和 方法 为 基础 的 。 凝 胶 在 玻璃 小 管内 聚合 。 样 CEE 
胶 柱 顶端 。 系 统 用 不 连续 缓冲 溶液 。 当 电场 通过 垂直 的 凝 胶 柱 时 ， 样 品 成 分 根据 它 所 带 
的 电荷 ,分 子 的 大 小 .形状 ,以 特定 的 泳 动 率 迁 移 分 离 成 带 ( 盘 状 ) 。 

电泳 装置 由 玻 管 . 玻 管 架 . 电 泳 糟 .电极 和 电源 组 成 。 

玻 管 应 采用 弱 碱 性 的 均一 圆 玻 管 。 内 径 5 一 7 毫米 , 外 径 7 一 9 毫米 , 管 长 7 二 10 悍 
米 。 管 口 要 磨 平 。 

玫 管 架 与 玻 管 的 外 径 一 致 。 玻 管 下 口 插入 软 橡胶 的 孔 中 ,或 用 玻 塞外 加 橡皮 管 套 住 ， 
(RBH mT 

KH EF BE. AEA. FIO PR EER. LIDAR LE AAT 
垂直 插入 玻 管 的 小 孔 。 

电极 用 白金 丝 最 好 。 形 状 要 适合 电泳 槽 的 形状 。 关键 是 各 涯 胶管 与 电极 的 距离 要 相 
等 ;以便 使 各 凝 胶管 的 电场 强度 一 致 。 
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电源 可 采用 600V,100mA 的 电源 装置 。 每 个 凝 胶管 约 需 Sm A 的 电流 强度 。 如 果 10 
个 管 就 需 50mA ( 约 400V 电压 )。 
国内 专门 生产 电泳 仪 的 北京 六 一 仪器 厂 就 有 DYY-II 27 At A 电泳 槽 和 DYY=II 


25、 26 型 管 板 两 用 电泳 槽 。 


(=) SEW 
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是 在 玻璃 小 管 中 制 胶 , 而 是 在 两 块 垂 直 放置 的 平行 玻璃 板 中 制 膀 。 垂 直板 状 与 垂直 管 型 
相 比 ,其 优点 在 于 : 表面 积 大 ,易于 冷却 ;电泳 后 易于 取出 凝 胶 ; 可 在 同一 块 胶 板 上 同时 比 
较 多 个 样品 ;可 作 双 向 电泳 ;便于 作 各 种 鉴定 ,如 放射 自 显影 。 

垂直 板 状 电泳 仪 常 包括 以 下 几 个 部 分 灌 胶 模具 ,电泳 模 ;, 电源 及 冷却 系统 。 
垂直 板 状 凝 胶 模具 种 类 很 多 , 结 梅 大致 相 同 。 关 键 在 于 使 凝 胶 不 诊 漏 。 一 般 都 是 用 
两 块 平整 的 厚 玻 璃 板 来 制作 。 两 玻 片 之 间 用 隔 条 隔 开 3 玻璃 板 大 小 和 隔 条 厚度 可 根据 需 
要 而 定 。 为 防止 涂 漏 , 隔 条 上 涂 一 层 真空 硅 酮 油 或 用 2 % 洋 荣 封 住 。 灌 胶 后 ,将 梳子 插入 
凝 胶 液 顶 部 ,以 使 聚合 后 在 凝 胶 顶 部 形成 止 槽 。 以 后 样品 液 就 加 在 这 些 凹 槽 中 。 梳 子 的 
深度 与 宽度 应 与 玻璃 板 大 小 相应 5 如 40 厘米 长 的 玻璃 板 ,梳子 应 插 信 工 厘 米 深 。 杭 子 宽 
度 和 四 槽 间隔 可 为 0 5 一 1 厘米 。 梳 子 厚 度 应 与 凝 胶 板 的 厚度 一 样 。 嫩 制备 用 就 不 加 梳 
子 。 

LARKIN MAL. FAB SAD RA 
PA EY RS RAE LMR RHA. Lee 
OF PR oh SEE HK FE LISP. YMG (RMR) 与 外 循环 水 浴 相 
4, 用 于 排除 电泳 时 在 凝 胶 上 产生 的 热 。 电 极 由 铂金 丝 制 。 在 安全 盖 上 有 两 个 接头 与 电 
泳 电源 相连 。 

在 70 年 代 , 垂直 板 状 电泳 被 广泛 用 于 蛋白 质 和 核酸 的 分 析 。 现 在 则 有 被 水 平 电泳 仪 
替代 的 趋势 .但 国外 各 公司 仍 保持 其 代表 性 产品 , 如 Pharmacia LKB 公司 的 GE-2/4 型 ， 
GE-2/4LS 型 和 2001 型 垂直 电泳 系统 以 及 Bio-Rad Z AJAY Proteanll 垂直 电泳 系统 。 国 
内 北京 六 一 仪器 厂 的 DYY-IIE 21 型 至 26 型 以 及 28 型 均 属 此 电泳 系统 。 

原 LKB 公司 的 Midget 是 一 个 小 巧 、 结 构 紧凑 的 快速 垂直 电泳 系统 。* 一 次 可 以 同时 制 
LOL BEBE. HAYK ASE 45 分 钟 便 可 完成 ,但 并 不 影响 分 辨 率 。 凝 胶 厚 度 可 任 选 。 


(=) 水 平平 板 电泳 仪 ， 
”水 平平 板 电泳 仪 (简称 水 平 电泳 仪 ) 给 实现 多 功能 化 和 提高 分 辩 率 提供 了 条 件 , 所 以 
80 年 代 后 越 来 越 显 示 其 威力 .水平 电 泳 仪 也 常常 包括 灌 胶 模 具 ,、 电 泳 槽 ` 电 源 及 冷却 系统 。 
水 平 电泳 仪 常常 是 多 功能 电泳 装置 。 在 使 用 不 同 技术 时 ,要 采用 不 同 的 凝 胶 BEL 
如 做 薄 层 等 电 聚 焦 凝 胶 时 , 常 采用 毛细 管 凝 胶 灌 胶 模 具 。 在 模具 台 上 放 一 块 长 玻璃 板 , 然 
下。 于 设法 沁 师 边 倒 入 配置 好 的 凝 胶 洲 液 边 推进 另 一 块 玻璃 板 。 一 定时 间 
百 ， 凝 胶 就 在 两 块 玻璃 板 的 隔 片 中 聚合 了 ， 如 做 免疫 电泳 用 的 琼脂 糖 凝 胶 , 只 要 将 琼脂 糖 
cP ot laleletalebatoaeltl 便 可 以 了 。 如 做 SDS BEBE. HEE HE ENS » MUTT AG BE AL 
Hive. 
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泳 仪 为 例 , 它 是 由 多 用 电泳 仪 基 座 (包括 盛 缓 冲 液 的 槽 人 冷却 板 ` 电 极 \, 电 极 架 以 及 安全 
凑 组 成 的 。 

水 平 电泳 装置 的 关键 在 于 冷却 板 。 冷 却 板 的 效果 好 , 凝 胶 可 以 在 冷却 板 上 得 到 充分 
的 冷却 , 才 可 以 在 凝 胶 上 加 高 压 , 才 能 缩短 电泳 时 间 ，, 提高 电泳 的 分 辨 率 。 冷 却 板 有 两 种 ， 
一 种 冷却 板 做 成 中 空 ,里 面 通 以 冷却 水 。 另 一 种 是 采用 电子 冷却 系统 

基 座 包括 盛 缓 冲 液 的 液 槽 ,以 便于 进行 常规 聚 丙烯 酰胺 ,琼脂 糖 、 SDSv 免 疫 电泳 等 。 

水 平 电泳 装置 的 电极 由 过 去 的 固定 型 改变 成 现在 的 可 移动 型 给 操作 带 来 了 很 多 的 方 
便 , 这 样 凝 胶 就 可 大 可 小 ,可 长 可 短 。 

现在 市 售 的 水 平 电泳 仪 种 类 很 多 。 其 中 以 了 harmacia LKB 的 2117 型 由 于 其 功能 多 、 
质量 可 靠 ,技术 先进 .操作 方 便 等 原因 ,在 实验 室 中 较为 多 见 。 与 2117 型 相似 的 2217 型 
等 电 聚 焦 电 泳 仪 是 专门 用 于 等 电 聚焦 电泳 的 。 对 碱 性 蛋白 的 等 电 聚 焦 特 别 合 适 。 因 为 该 
电泳 仪 可 以 在 密封 状态 下 通 氨 气 进 行 电泳 。 同 时 期 的 Pharmacia FEBE-3000 型 水 乎 电泳 
仪 缺 少 冷 却 系 统 ; 荔 能 也 少 于 2117 BY FUE» Pharmacia 公司 推出 的 Phast System 水 平 电 
泳 系 统 可 谓 是 新 一 代 仪器 ,代表 了 当前 电泳 仪器 的 水 平 。 仪 器 分 为 两 个 部 分 一 电泳 部 
分 和 染色 部 分 整个 过 程 , 从 电泳 固定 \ 染 色 、 赔 色 到 保存 全 部 由 电脑 控制 ,改变 了 过 去 电 
泳 实验 长 期 使 用 手工 操作 的 状态 。 所 以 操作 极为 简便 和 省 时 ,而 且 也 具有 多 功能 。 但 必须 


、 使 用 Pharmacia 公司 的 成 品 胶 。 


Bio-Red 公司 在 过 去 水 平 电 泳 系 统 (Bio-Phoresis) 的 基础 上 ,最 近 推 出 了 微型 等 电 聚 
焦 电 泳 仪 一 一 Model HI Mini IEF-cell。 使 用 方便 , 但 只 能 做 等 电 聚 焦 电 泳 。 联邦 德 国 
LRE 公司 的 各 种 电泳 仪 也 曾 在 中 国 展 出 过 。 
北京 六 一 仪器 厂 也 生产 多 种 水 平 电 泳 档 , 如 DYY 一 II 21,29, 30531. 32、33、34、36、 
37.38.46 等 可 供 不 同 种 类 电泳 使 用 。 


(四 ) 用 于 核酸 分 析 的 电泳 仪器 


Pharmacia LKB 公司 生产 一 整套 核酸 电泳 仪 锋 ,从 核酸 片 斯 分 析 、 序列 测 定 到 数 据 
分 析 。 它 为 基因 工程 研究 提供 有 力 的 工具 。 

PharmaciaLEKEB 公 司 生 产 的 称 为 潜水 电泳 的 Maxiphor 和 微型 潜水 电 泳 的 Miniphor 
是 一 种 桥 式 水 平 琼 脂 糖 电泳 ,用 来 分 离 DNA 和 RNA 片 断 。 由 于 这 两 种 电泳 装置 可 以 进 
行 模 形 梯度 凝 胶 电 泳 , 所 以 可 获得 均匀 的 片断 。 电 泳 槽 是 用 注塑 成 型 法 制 成 ,而 不 是 通常 
的 粘 接 而 成 , 故 可 确保 密闭 不 漏 。 装 置 有 整体 的 冷却 套 , 所 以 可 在 高 压 下 进行 快速 电泳 。 
加 样 量 为 3 一 300 微 升 ,可 用 双 梳 技术 一 次 处 理 40 个 样品 。 

Pharmacia 公司 相应 的 仪器 有 GNA~100 和 GNA-200 型 “潜水 电泳 " 和 “微型 潜水 
电泳 ?2。Bio=Red 公司 有 Sub-Cel DNA Cell, Wide mini-Subcell 和 Mini-Subcell, . 

用 于 核酸 序列 测定 的 ;Macrophor 是 Pharmacia LKB 公 司 80 年 代 的 产品 , 它 也 包括 
灌 胶 装 置 和 电泳 糟 两 部 分 。 灌 胶 装 置 能 浇注 模 形 梯度 凝 胶 , 可 浇注 薄 至 0.lmm KEE 
这 个 技术 对 DNA FRNA 的 分 离 很 为 重要 。 它 可 在 半 米 长 的 凝 胶 上 把 多 达 300 个 碱 基 
对 均匀 地 分 离开 。 族 胶 的 宽度 足以 同时 处 理 36 个 样品 。 电 泳 覃 是 垂直 板 型 的 , 具有 旋转 
安全 置 ,缓冲 液 槽 的 容积 可 以 调节 以 适应 任何 长 度 的 凝 胶 板 ,并 有 硅 酮 橡胶 垫 密封 。 由 于 
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电泳 装置 的 恒温 板 是 精心 设计 的 ,所 以 电泳 时 不 会 产生 边缘 效应 ,这 为 以 后 读 带 时 的 自动 
扫描 技术 创造 条 件 。RBio-Red 公司 与 此 相应 的 仪器 是 Sequi-Gen Nucleic Acid Sequencing 
System , 比较 简陋 。 

脉冲 电场 凝 胶 电 泳装 置 是 近年 来 发 展 的 一 项 新 技术 。 它 是 脉冲 电场 和 潜水 电泳 的 结 
合 。 它 使 用 几 套 电场 , 依 不 同 角 度 于 一 定时 间 周 期 交替 作用 。 当 第 一 电场 作用 时 ,使 卷曲 
分 子 在 水 平面 内 拉 直 并 灌 凝 胶 板 移动 。 当 第 一 电场 作用 停止 而 第 二 电场 作用 时 ， 分 子 将 
依 第 三 电场 方向 移动 。DNA 分 子 的 净 移 动量 是 分 子 大 小 的 函数 。 脉 冲 技术 可 用 于 所 有 
的 DNA 电泳 ,可 以 大 大 提高 分 辩 率 。 最 近 , 哥伦比亚 大 学 的 一 位 博士 报道 : 大 到 9 百 万 
碱 基 对 的 DNA 片断 也 能 得 到 高 分 辩 率 的 分 离 。 

“1985 年 Pharmacia LKB 公司 首先 向 中 国 推荐 了 ripen lie edie Tbe Pulsaphor, 
它 包 括 脉冲 电泳 模 、 脉 冲 控制 单元 以 及 电源 。 
BE eR LF THE GE 20 x 20 厘米 凝 胶 , 厚度 为 1 厘米。 脉冲 控制 单元 用 于 选择 脉冲 时 

间 。 选 择 范围 从 0.1 到 999.9 秒 ,间隔 0.1 秒 。 它 有 4 个 播 口 。2 个 连接 到 电源 上 ，, 另 2 
个 连接 到 脉冲 电泳 槽 的 盖 上 。 了 脉冲 电泳 槽 的 盖 与 槽 内 锁 。 电 泳 槽 下 面 的 4 个 水 平 脚 可 将 
模 调 至 水 平 位 置 。 铂 金 电极 (diode-isolated platinum clectrodes) 被 装 在 电 泳 槽 的 4 个 电 
源 罗 条 上 ， 以 给 出 精确 的 电场 强度 和 电极 的 重复 定位 。 当 南 - 北 和 东 - 西 的 位 置 被 合适 的 
选择 , 则 电极 就 产生 1 工 或 2 个 不 均匀 电场 。 因 为 电极 很 容易 移动 ,就 可 得 到 很 多 不 同 几 仙 
形状 的 电场 。 这 种 特性 使 脉冲 电场 电泳 能 得 到 最 佳 的 分 辩 率 。 


(A) BRB 


电泳 转移 是 当前 盛行 的 一 种 新 技术 , 电泳 转移 仪 也 就 成 为 当前 热门 的 仪器 。 这 是 利 
用 各 种 吸附 的 办 法 ,将 DNA、RNA 或 蛋白 质 凝 胶 电泳 后 的 区 带 吸 附 到 硝酸 纤维 素 膜 上 或 
其 它 处 理 过 的 膜 或 纸 上 。 就 等 于 将 -一 次 电泳 的 结果 找 贝 成 几 份 ,再 各 自 进 行 蛋白 质 、 同 功 
酶 染色 .放射 自 显 影 、 免 疫 检 测 等 ,甚至 作 制 备 性 洗 脱 。 

一 般 电 泳 转移 仪 的 装置 常常 是 在 一 个 缓冲 液 槽 中 放 几 个 夹子 。 在 夹子 中 铺 以 凝 胶 、 
膜 和 滤纸 。 为 了 增加 转移 效率 ,在 夹子 的 阳极 和 阴极 之 间 通 以 较 大 的 电流 ,以 使 电泳 后 凝 
胶 上 的 区 带 转 移 到 膜 上 。 

Pharmacia LKB 公司 有 四 种 电泳 转移 仪 : 一 种 是 如 上 述 结构 称 为 Transphor System, 
这 种 电泳 转移 系统 包括 电源 和 电泳 转移 模 。 第 二 种 是 结构 与 上 述 相似 , 但 是 作为 小 型 快速 
垂直 电泳 (Midget) 的 附件 ， 称 为 Multi Blo:, 它 可 借用 电泳 用 的 电源 ,所 以 价格 相应 比较 便 
宜 。 第 三 种 是 丹麦 科学 家 的 发 明 , PA Nova 引 ot。 它 是 作为 多 用 电泳 仪 (Multiphor) 的 
附件 ; 可 借用 电泳 用 的 电源 。Nova Blot 实际 上 是 两 块 石墨 电极 板 分 别 作为 阴极 和 阳极 放 
在 多 用 电泳 仪 的 电泳 槽 上, 中间 铺 以 凝 胶 、 滤 纸 和 膜 。 这 种 新 的 设计 不 但 使 转移 效率 大 大 
提高 ,而 且 价格 大 约 只 是 第 一 种 转移 系统 的 三 分 之 一 。 第 四 种 电 汶 转移 仪 是 专门 用 来 转 
移 核 酸 电泳 的 凝 胶 的 , 称 为 YacuGene。 它 是 将 凝 胶 和 膜 依 此 放 在 电泳 转移 装置 中 ， 然 后 
抽 真 空 进行 转移 的 。 

Bio-Red 公司 有 三 种 电泳 转移 系统 。 第 一 种 称 为 Trans-Blot cell 加 上 200 2.0 电 源 
便 可 进行 电泳 转移 。 第 二 种 是 新 推出 的 称 为 Mini Trans-Blot cell。 第 三 种 是 Western Blot 
System 这 是 专门 用 于 检测 HTLVIILAY 抗体 的 。 


~ dave 
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HERES ABE 5 De Ba HE EGY, DYY 11 39 和 40 型 。 


(六 ) 制备 电泳 仪 

理想 的 制备 电泳 仪 应 具有 分 辩 率 高 、 分 离 量 大 、 回 收 率 高 ， 并 且 不 改变 样品 的 物理 化 
学 性 质 和 生物 学 性 质 等 特点 。 利 用 等 电 聚 焦 进 行 制备 的 制备 电泳 仪 具有 此 特点 。 

70 年 代 初 , 原 LKB 公司 有 一 个 柱状 等 电 聚 焦 制 备 电泳 仪 , 使 用 基 糖 密度 梯度 作为 支 
持 介 质 , 用 载体 两 性 电解 质 作 pH 梯度 。 但 操作 咒 长 ,烦琐 , 现 已 被 淘汰 。 代 赫 它 是 多 用 电 
瀛 仪 的 制备 附件 。 使 用 水 平平 板 等 电 聚 焦 制 备 , 不 但 操作 大 大 简化 , 且 制 备 量 可 达 2 克 。 

Bio-Red 在 1987 年 推出 Rotofor TM cell 制备 等 电 聚 焦 电 泳 仪 用 于 蛋白 质 的 制备 和 
纯化 。 这 个 装置 主要 是 一 个 圆柱 形 的 聚焦 腑 绕 它 的 轴 旋 转 。 在 圆柱 形 聚 焦 腔 中 , 19 个 平 
行 的 单 丝 聚 酯 膜 得 把 腔 分 成 20 个 室 。 和 蛋白 质 聚 焦 后 ,每 个 室 的 溶液 很 容易 被 收集 。 这 样 
在 别 的 装置 中 可 能 发 生 的 在 收集 洗 脱 液 时 再 混合 的 问题 就 可 以 被 克服 。 在 4 小 时 的 电泳 
后 * 蛋 白质 样品 可 伞 纯 化 25 倍 。 

四 、 电 浆 仪 器 的 配套 装备 

(一 ) 电源 

要 使 带 有 电荷 的 蛋白 质 或 核酸 分 子 在 电泳 槽 中 迁移 ,必须 加 电场 ,而 且 所 加 电压 越 
高 ,电泳 的 分 辨 率 也 就 越 高 ,当然 所 加 电场 必须 稳定 ,才能 得 到 重复 的 结果 。 

电泳 用 的 电源 式样 很 多 ,性 能 各 腊 , 发 展 很 快 。 从 用 手 调 的 电源 ,发 展 到 恒 流 , 恒 压 以 
及 恒 功 率 即 三 恒 电源 ,使 电泳 时 的 电 参 数 完全 达到 自动 控制 。 

不 同 的 电泳 技术 需要 不 同 的 电压 ,电流 和 功率 ,所 以 选择 电源 主要 根据 所 用 电泳 技术 
的 需要 。 


国内 外 电源 的 主要 性 能 见 表 6-1 至 表 6-3。 
表 6-1 Pharmacia LKB 公 司 的 电源 


型 号 电压 〈《 伏 ) Ha Tit ( 38 3 ) 功率 〈 瓦 ) eS a 
2297 5 009 150 200 恒 压 ， 重 流 ， 重 功率 
ECPS 3000/150 3 000 150 150 iE, Hy, 人 恒 功率 
2197 2 500 250 100 HE, vi, 
2301 500/1000 400/200 200 fe, fv 
EPS 500/400 500 400 200 fi, vt 
GPS 200/400 200 400 40 恒 压 


表 6-2 Bio-Red 公 司 的 电源 


型 汪 电压 〈 伏 ) 电流 ( 毫 安 ) WE (HK) Kt 式 
3000Xi 3 000 300 400 便 压 ， 重 流 ， 便 功率 
500/200 500 200 fae, fait 
100/200 100 200 ta FR 
200/2.0 200 2 (A) 恒 压 
2000/200 2 000 200 恒 压 
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R6-3 北京 六 一 仪器 厂 的 电源 


型 电压 〈 伏 ) 电流 ( 毫 安 ) | 功率 ( 瓦 ) | i x 
DYY-m1 150/600 25/100 ) | 2m 
DY Y-m2 150/600 25/100 | fit, BR 
DYY- 亚 3 600/1 500 | 25/100 BE 
DY Y-m4 600/1 500 25/100 BE, Bit 
DY Y-m5 150/600 40/200 | BE, fw 
DY Y-me 250/500 50/1 000 | | 
DY Y-m7 250 | 50/1 000 -| 
DYY-ms 150/600 | 25/100 | 稳 压 ， 稳 流 


(=) 循环 恒温 水 浴 

提高 电泳 分 辩 率 的 措施 之 一 是 加 大 凝 胶 上 的 电场 强度 。 由 此 在 电泳 过 程 中 凝 胶 上 会 
产生 过 量 的 热 , 甚 至 导致 烧 胶 。 所 以 温度 就 成 了 加 大 电场 强度 的 限制 因子 ,也 就 成 了 分 辨 
率 的 限制 因子 。 故 电泳 槽 中 常设 有 冷却 管 和 冷却 板 与 循环 恒温 水 浴 相 连 。Pharmacia LKB 
公司 的 2219 型 多 点 循环 恒温 水 浴 温 度 范围 在 -10 一 90s*C , 流 量 5 一 10 升 / 分 。 足 以 使 凝 
BN. 可 用 于 各 种 电泳 仪 。 该 公司 的 另 一 个 多 点 循环 恒温 水 浴 , 其 温度 范围 为 45 一 90%C， 
可 用 于 DNA/RNA 序列 分 析 电 泳 仪 。Bio-Red 公司 用 于 电泳 的 循环 水 浴 是 4860 型 ， 其 温 
度 范围 为 一 10° 至 60sC ,流量 7.5 升 /分 。 


(=) 凝 胶 干 燥 器 
- 族 胶 干燥 器 用 于 将 电泳 后 的 凝 胶 王 燥 保存 ， 以 便 保 存 结果 备查 。 特别 是 对 于 厚度 在 

1 毫米 以 上 的 凝 胶 使 用 甘油 脱水 后 自然 保存 日 后 容易 龟 裂 , 最 好 使 用 凝 胶 干 燥 器 。 但 是 
近年 来 发 展 的 薄 层 和 超 薄 层 凝 胶 , 只 需要 用 甘油 脱水 后 ,自然 干燥 保存 。 不 需要 用 凝 胶 干 
燥 器 。 

Pharmacia LKB 公司 的 2003 型 和 GDS-4 型 与 Bio-Red 公司 的 443 和 483 型 均 可 供 
选用 。 
(四 ) 透 照 仪 

为 了 清 旱 的 观察 凝 胶 土 的 区 带 , 可 使 用 透 照 仪 。 如 Pharmacia LKB 公 司 的 2011 型 Macro 
Vue 透 照 仪 对 用 省 乙 锭 染色 的 DNA，RNA 凝 胶 的 观察 特别 有 用 。 它 是 用 一 个 高 强度 的 
302nm 的 光照 射 凝 胶 , 以 观察 凝 胶 上 的 荧光 带 。 对 单个 DNA 带 , 检 测 灵 人 敏 度 可 达 1 纳 克 。 


(五 ) 电泳 浓缩 器 

从 凝 胶 板 上 洗 脱 核酸 所 用 的 大 多 数 生 物化 学 技术 都 非常 麻烦 和 费时 ,而 且 回收 率 低 。 
Pharmacia LKB 公司 近 几 年 推出 一 种 电泳 浓缩 器 称 Extrophor 。 它 可 以 同时 处 理 多 达 6 个 
DNA 或 RNA 样品 ,回收 率 可 达 95% 。 小 量 样品 的 洗 脱 时 间 约 为 20 分 钟 。 大 量 样品 为 120 


} 分 钟 。 这 种 装置 也 可 以 把 蛋白 质 从 SDS 族 胶 中 分 离 出 来 。 


J 


’ 63 + 


| 
| 


SS 


(A) 光 密 度 扫 描 仪 


光 密 度 扫描 仪 主要 用 来 对 样品 层 析 和 电泳 后 分 离 的 区 带 或 斑点 进行 扫描， 从 而 给 出 
定量 的 结果 。 光 密度 计 的 设计 原理 和 结构 与 分 光 光 度 计 基 本 一 致 。 只 是 光 密度 计 测 量 的 ” 
是 层 析 板 , 凝 胶 板 或 凝 胶 条 。 有 的 分 光 光 度 计 带 有 光 密 度 扫 描 附 件 , 也 可 以 用 来 扫描 电泳 
if AE His. 

SRE BET HIER 5 HESS EE DE te PE PEE. IRA 
及 线路 控制 部 分 (参见 本 书 第 一 册 《 光谱 仪器 > AA — BE <2 h-TT LEER?) 2 
不 同 的 只 是 光 密 度 计 祥 品 室 的 设计 是 专门 用 来 放置 层 析 板 、 滥 胶 板 或 凝 胶 条 前。 样品 台 

常常 由 马达 控制 ,并 以 不 同 速度 移动 ,使 和 欲 扫描 的 区 带 或 刘 点 移入 光路 。 如 岛 津 公司 的 攻 
BH HOLA Pharmacia LKB 公 司 的 光 密 度 计 属 此 类 。 

有 的 光 密 度 计 用 示 灯 作 光 源 , 配 以 滤 光 片 来 选择 波长 ,如 果 带 有 紫 四 辆 射 的 汞 灯 可 以 
扫描 不 染色 的 凝 胶 。 如 果 只 有 可 见 辐射 的 汞 灯 , 则 必须 染色 。 拓 部 分 光 ; 密 度 计 用 乱 灯 或 
厂 侈 灯 作 光 源 , 配 以 滤 光 片 或 光栅 单 色 器 来 选择 波长 ,此 时 族 胶 也 必须 染 香 。 如 闪 用 带 有 
气 灯 的 光 密度 计 扫描 , 凝 胶 才 可 以 不 染色 。- 

有 的 光 密 度 计 主要 用 于 翘 板 层 析 扫 措 ,如 岛 津 Cs 系列 莫 板 层 析 扫 描 仪 , 它 可 以 作 透 
射 \ 反 射 ` 荧 光 儿 种 方式 测定 ,但 分 辩 率 不 高 。Pharmiacia LKB 公司 的 激光 光 密 度 计 只 能 作 
透射 扫描 ， 但 因 用 激光 作 光 源 ， 仪器 分 养 率 很 高 ， 线性 范围 也 很 大 ， 适 于 作 凝 胶 电泳 扫 
ith. 

# 6-4 将 一 些 光 密度 计 的 特性 作 一 简单 的 比较 。 


表 6- 4 ”一 些 光 密 度 扫描 仪 的 特性 


| 
光源 -| RAR | 测 光 方式 


一 | 一 一 | 一 一 一 | 一 一 二 


0 激光 光源 透射 优 于 55 微 米 | 0 一 4 


Hirschmann Elscript2 #3 KT 滤 光 片 | 透射 
imi} : Elseript3 * 
Bio-Red 620 RHE 滤 光 片 | 透射 ,反射 |330(160) 微 米 | 0 一 3A 
LRE Pherotron ei EAT We BH, RH 
Shimadzu CS—9 000 气 灯 Bai 透射 ， 反 0.053575 
BRS HT 射 ， 荧 光 


| | | | 


… 在 当代 计算 机 技术 普遍 应 用 的 年 代 里 ,各 种 光 密 度 计 均 为 微机 控制 ; 且 可 与 计算 机 联 
用 ;使 光 审 度 计 具 有 更 多 的 功能 。 如 与 计算 机 联 用 后 ,使 用 特定 的 软件 , 才能 测定 大 分 子 
的 等 电 点 ,分 子 量 以 及 进行 双向 图 谱 的 分 析 和 核酸 碱 基 排列 的 分 析 等 。 


FR 


| 电泳 早已 是 生化 实验 室 进 行 生物 大 分 子 分 离 分 析 的 重要 手段。 Ke See 
BE» EBB) IZA TAR KB Bill Wy BED BAP EE GE FUP 
等 电 聚 焦 电 泳 是 根据 蛋白 质 分 子 的 等 电 点 来 进行 分 离 的 , 具有 很 高 的 分 辨 率 。 因此 


” @4 “ 


使 用 等 电 聚 焦 技 术 可 以 分 辩 蛋 自 质 以 至 只 有 微小 差别 的 不 同 种 的 蛋白 质 和 同 功 酶 等 。 为 
此 在 医学 上 可 以 用 来 诊断 疾病 ,如 利用 血红 蛋白 ATC 电泳 带 的 含量 来 诊断 糖尿 病 。 利用 
”乳酸 脱 气 酶 同 功 酶 的 变化 来 作 瘤 的 早期 诊断 。 在 法 医学 上 可 以 利用 葡萄 糖 磷酸 变 位 酶 ， 
— 酸性 磷酸 酶 同 功 酶 等 来 鉴别 分 型 。 在 食品 分 析 中 ， 可 以 利用 食品 的 蛋白 谱 或 酶 谱 的 差 别 
来 鉴定 分 析 并 确定 其 新 鲜 程 度 。 在 农业 上 可 以 借助 于 等 电 聚 焦 带 来 进行 品种 鉴定 , 并 为 
定向 培育 优良 品种 提供 依据 。 

SDS 电泳 主要 用 来 测定 蛋白 质 分 子 的 亚 基 分 子 量 。 为 制备 的 样品 提供 生化 参数 。 这 
是 生化 研究 中 不 可 缺少 的 数据 。 根 据 分 子 量 的 不 同 也 可 以 用 来 诊断 疾病 , 如 某 种 肾脏 疾 
病 就 可 以 利用 这 种 技术 来 诊 断 。 

”双向 电泳 由 于 它 的 高 分 辩 的 优 点 可 以 用 来 解决 医学 上 的 一 些 恬 难 病症 以 及 探求 发 病 
机 制 等 。 

免疫 电泳 在 农 \ 林 , 收 、 副 、 渔 . 医 的 生产 实践 中 已 有 广泛 的 应 用 。 如 用 火箭 电泳 来 诊 
断 肝 癌 。 用 免疫 电泳 来 鉴定 一 些 生物 制品 的 纯度 。 在 农业 上 用 免疫 电泳 鉴别 杂交 优势 等 
等 。 

核酸 电泳 在 遗传 工程 研究 中 占有 重要 的 地 位 。 利 用 各 种 核酸 电泳 仪 ,可 以 分 离 分 析 
核酸 大 分 子 、 核 酸 片 断 以 及 核酸 分 子 中 的 碱 基 排 列 , 从 而 可 以 对 医学 上 和 农业 上 的 一 些 课 
题 如 分 子 病 的 探讨 ,基因 重组 的 实践 应 用 等 作出 贡献 。 
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随 着 生物 技术 的 迅速 发 展 ， 电 泳 手 段 正 在 许多 领域 普及 ， 由 此 对 电泳 装置 的 要 求 也 越 来 起 
高 ,希望 多 型 号 .高 精度 .为 了 适应 这 一 需要 ,六 一 仪器 厂 设计 生产 了 DYY 一 川 系列 电泳 装置 . 
FE 包括 各 种 规格 型 号 的 电泳 仪 、 电 泳 槽 和 配套 附件 。 ran 


r 省 + > j Ki M 

‘ J \ at @ - 
ee boy 
sx 


zr 


电泳 仪 @@ 用 途 广 泛 

电压 范围 : 0 一 250V,0 一 600V,0 一 1500V DYY- 员 系列 电泳 装置 可 作 各 种 纸 电 泳 、 

电流 范围 : 0 一 100mA, 0 一 400mA，(0 一 BEA WA Wt Ade REAR Kk. ERAS HE REAR Ek. GEM) 

1000mA ERR BOK. PRREREAR BK. SBR Bk, MW 

电泳 模 向 电泳 、 放 射 自 显影 电泳 、 转 移 电 泳 、 酶 标 电 
部 配 铂金 电极 s 泳 、 免 疫 电泳 及 制备 电泳 等 
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fF. hk: Pfft ne Bear] ab ae ER se 邮政 编码 : 100036 ) 
J 京 六 一 仪器 厂 开户 银 行 : 工商 银行 北京 肤 微 路 分 理 处 ” 帐 号 046103—34 
电 挂 ， 0390 HE if. 810390 
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波谱 仪器 .离心 机 、X 射线 衍射 仪 等 
显微镜 、 电 子 显微镜 及 其 附属 设 条 
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